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Referat
Die Untersuchung von Zell-Material-Wechselwirkungen ist bedeutsam für die Entwicklung in-
novativer Biomaterialien, wobei aus biophysikalischer Sicht der Einfluss mechanischer Eigen-
schaften auf das Zellverhalten, d.h., die Mechanotransduktion, von besonderem Interesse ist.
Für diese Dissertation wurden humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene zur Adhäsion
auf Polyacrylamidhydrogele (PAA-Hydrogele) gegeben, die mit einer Maleinsäurecopolymer-
Beschichtung versehen waren. Für Experimente unter veränderlichen Substrateigenschaften
wurden die Steifigkeit der PAA-Hydrogele und die Ligandenaffinität der Beschichtung variiert.
Der erste Teil der Dissertation umfasste die Charakterisierung der beschichteten PAA-Hydro-
gele. Dafür wurde der Elastizitätsmodul gemessen und die Adsorption von Fibronektin unter-
sucht. Im zweiten Teil der Dissertation wurden die PAA-Hydrogele in der Zellzugkraftmikrosko-
pie während der initialen Zelladhäsion (2 h) verwendet. Dabei stellte sich heraus, dass zwar die
finale Zellfläche unabhängig von den Substratparametern war, aber die Ausbreitung von Zellen
mit zunehmender Steifigkeit und Ligandenaffinität schneller ablief. Außerdem waren der An-
stieg und die Plateauwerte der Zellzugkräfte auf steiferen Substraten größer. Die Steifigkeitsab-
hängigkeit lässt sich aus der Dehnungsversteifung des Aktinzytoskeletts unter Wirkung einer
Spannung erklären. Eine Zunahme der Ligandenaffinität führte ebenfalls zu einer schnelleren
Zunahme und größeren Plateauwerten von Gesamtzellzugkräften. Diese Beobachtung kann
der Zunahme von Reibungskräften zugesprochen werden. Im letzten Teil der Dissertation soll-
ten die biophysikalischen Ergebnisse durch die Untersuchung intrazellulärer Signalprozesse
zusätzlich unterlegt werden. Dafür wurde die Entwicklung von Adhäsionsstellen durch eine
immunzytochemische Färbung untersucht. Obwohl diese aufgrund der technischen Heraus-
forderungen keine umfassenden Aussagen liefern konnte, deuteten sich einige Korrelationen,
z. B. eine schnellere Entwicklung der Adhäsionsstellen auf steiferen Substraten, an.
Die Ergebnisse der Dissertation ordnen sich in den aktuellen Forschungsstand zur Mechano-
transduktion von Zellen ein und konnten in Bezug auf die Adhäsionsdynamik neue Erkennt-
nisse beisteuern. Vor allem der Stellenwert dissipativer Beiträge zu Zell-Substrat-Wechselwir-
kungen (z. B. Ligandenreibung) wurde unterstrichen. Diese sind in der Entwicklung neuer Bio-
materialien mit spezifischen viskoelastischen Eigenschaften von besonderer Bedeutung.

Abstract
The investigation of cell-substrate-interactions is of great importance for the development of
innovative biomaterials. The influence of the materials mechanical properties on cells and their
functions, i. e., the process of mechanotransduction, is of particular interest from a biophysical
point of view. In this dissertation human umbilical cord vein endothelial cells were seeded onto
polyacrylamide hydrogels which had been modified by a maleic acid copolymer coating. To
tune the mechanical properties of the substrate the hydrogels’ stiffness and the affinity of the
coatings to the adhesion ligand fibronectin were variied.
The first part of the dissertation is concerned with the characterization of the coated po-
lyacrylamide hydrogels. The hydrogels’ Young’s modulus was measured and the adsorption
of fibronectin was investigated. In the second part of the dissertation these cell culture scaf-
folds were used for cell traction force microscopy during the first two hours of cell adhesion.
Although maximum cell area was not influenced by substrate parameters, cell spreading was
faster for higher stiffness and higher ligand affinity. Traction force increase as well as plateau
forces were higher on stiff substrates. The dependence of the dynamics of area and traction
force on stiffness and their respective magnitudes after saturation could be related to proper-
ties of the actin cytoskeleton under stress. The increase in ligand affinity also led to a faster
increase and higher mean plateau values of the total cell force. This observation was assigned
to increasing friction forces between ligands and polymer coating. In the last part of the disser-
tation possible correlations between cell traction forces and intracellular signalling processes
were examined. The development of adhesion sites during early cell adhesion was investigated
by immunocytochemical staining. Due to technical reasons no comprehensive investigation
could be realized, but nevertheless some correlations were observed, such as a faster adhesion
site formation with higher stiffness.
The results of this dissertation add to the current state of research regarding mechanotrans-
duction of cells and yield new findings regarding to cell adhesion dynamics. Most notably vis-
cous contributions to cell-substrate-interactions (i.e., ligand friction) were shown to influence
cell behavior. This highlights that a thorough understanding of viscous processes is of utmost
significance for the development of new biomaterials with specific viscoelastic properties.
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1 Einleitung
Mit der steigenden Lebenserwartung des Menschen nimmt auch die Häufigkeit von Alters-
krankheiten zu, während die Regenerationsfähigkeit des Körpers nachlässt. Auf dem Fachge-
biet der regenerativen Medizin ruhen große Hoffnungen zur Entwicklung von Therapien ge-
gen altersbedingte Krankheiten. Krankes Gewebe wird durch gesundes ersetzt und die kör-
pereigenen Reparaturmechanismen werden stimuliert. Dafür können dem Körper zum Bei-
spiel Stammzellen entnommen und an anderer Stelle injiziert werden, mit dem Ziel, dass diese
zu neuem, funktionalem Gewebe heranreifen. Dieses Verfahren wird bereits heute mit Blut-
stammzellen durchgeführt. 1 In einem anderen Therapieansatz, dem Tissueengineering, sollen
Zellen schon im Labor zu neuen Organteilen herangezüchtet werden, um sie später dem Pati-
enten einsetzen zu können. 2 Dafür werden die Zellen auf Gerüstmaterialien aus synthetischen
und/oder natürlichen Komponenten ausgesetzt und mit Nährstoffen versorgt. Zur Herstellung
geeigneter Gerüstmaterialien wird das Zellverhalten in Antwort auf Umgebungseinflüsse, wie
Signalstoffe, pH-Wert, Temperatur und mechanische Eigenschaften, intensiv erforscht.
Allein die mechanischen Eigenschaften der Umgebung können das Schicksal der Zellen
grundlegend ändern. Zellen erkunden ihre Umgebung indem sie über Anknüpfungspunkte
Kräfte ausüben und damit die Beschaffenheit der Umgebung testen. 3 In Antwort darauf kann
es zu einer Differenzierung der Zelle kommen: das heißt die Zelle spezialisiert sich zu einem
Zelltyp, der an die mechanischen Eigenschaften der Umgebung angepasst ist. Dieses Phäno-
men hat man unter anderem bereits für mesenchymale Stammzellen beobachtet, die je nach
Verformbarkeit des umgebenden Materials den Charakter von Knochenzellen, Muskelzellen
oder neuronalen Zellen bekommen. 4 Dabei wandelt sich nicht nur die äußere Erscheinung der
Zellen, sondern auch Genexpression und Signalprozesse ändern sich grundlegend. Im mensch-
lichen Körper passen sich Zellen ständig an ihre Umgebung an – eine Bedingung für die Entste-
hung von neuem, funktionalem Gewebe. Es kann jedoch auch zu krankhaften Veränderungen
kommen, wenn einzelne Zellen durch die Umgebungsreize angeregt werden sich beschleunigt
zu vermehren. 5–7 Infolgedessen können Gewebewucherungen entstehen, die sich schlimms-
tenfalls als bösartiger Tumor herausstellen. Sowohl für die Erforschung der Entstehung von
Krebs als auch zur Entwicklung von neuen Therapieformen durch Tissueengineering und re-
generativer Medizin ist ein besseres Verständnis der Wechselwirkung von Zellen mit ihrer Um-
gebung vonnöten.
1
1 Einleitung
Auch aufseiten der Entwicklung innovativer biokompatibler Materialien bedarf es neuer For-
schungsansätze. Beim Kontakt von künstlichen Materialien (z. B. Implantate) mit menschli-
chem Gewebe muss deren Oberfläche so gestaltet sein, dass eine schnelle Besiedlung mit Zel-
len unterstützt wird. Gerade der initiale Kontakt der Zellen mit dem künstlichen Material gibt
dabei den Ausschlag, wie die Zellen auf das Material reagieren. Durch die gezielte Einbringung
von Biopolymeren werden Anknüpfungspunkte für die Zellen geschaffen, die Adsorption wei-
terer Proteine gesteuert und die Verformbarkeit der Oberfläche eingestellt. Die Biopolymere
ähneln Bestandteilen der extrazellulären Matrix, welche im menschlichen Körper die natürli-
che Umgebung der Zellen darstellen. 3 Nach dem Anwachsen der Zellen auf dem Material, der
Zelladhäsion, greifen sie aktiv in ihre Umgebung ein und gestalten die künstliche extrazelluläre
Matrix um, sei es durch Zersetzung oder vor allem auch durch Neubildung. Die Viskoelastizität
bezeichnet darin die Neigung des Materials mit elastischer und viskoser Verformung auf die
Kräfte der Zelle zu antworten. Diese Parameter müssen bei der Entwicklung neuer Materiali-
en aufgrund des Einflusses auf das Zellverhalten gezielt eingestellt werden. Die Umgebung der
Zelle unterliegt somit permanenter Veränderung, woraus sich eine Forderung nach zeitauflö-
senden, biophysikalischen Methoden zur Bestimmung des Zellverhaltens ableitet.
In dieser Dissertation wurde das Adhäsionsverhalten von Zellen in Abhängigkeit der Visko-
elastizität eines Materials zeitaufgelöst untersucht. Die Zellen wurden während ihrer initialen
Ausbreitung verfolgt und die Kräfte bestimmt, die sie auf ihre Umgebung ausübten. Die Un-
tersuchung der Zellen während der Ausbreitung ermöglicht es, die Aktivierung von Zellkräf-
ten in ihrem Entstehen zu beobachten. Der Prozess wurde in Abhängigkeit der Steifigkeit des
zugrunde liegenden Substrats und des viskosen Flusses innerhalb der kontaktvermittelnden
Biopolymerschicht untersucht – beides inhärente Eigenschaften einer jeden Material-Zelle-
Grenzfläche. Ziel der Dissertation war es, die Entstehung von Zellzugkräften auf Materialien
mit elastischer und viskoser Verformung zu verfolgen und damit zur Entwicklung von Materia-
lien im geeigneten Parameterbereich beizutragen.
2
2 Grundlagen
In diesem Kapitel wird in die theoretischen Grundlagen des Themas eingeführt und der aktu-
elle Forschungsstand dargestellt. Der Abschnitt 2.1 widmet sich der Zellbiologie und insbeson-
dere den Grundlagen zum Verständnis der Zelladhäsion. Im Abschnitt 2.2 soll die Zelladhäsion
aus biophysikalischer Sicht beleuchtet werden. Der letzte Abschnitt 2.3 befasst sich mit Zell-
kulturmaterialien und deren Eigenschaften.
2.1 Biologie der Zelladhäsion
In diesem Abschnitt soll das Wichtigste zur Zelladhäsion aus zellbiologischer Sicht vermittelt
werden. Zunächst wird kurz der Aufbau einer tierischen Zelle erklärt, wobei vor allem auf die
wichtigsten Komponenten für die Zelladhäsion eingegangen wird. Im zweiten Unterabschnitt
werden die Wechselwirkungen von Zellen mit ihrer Umgebung charakterisiert.
2.1.1 Die Zelle und ihre Umgebung
Der menschliche Körper besteht aus einer Vielzahl an Zellen, aus denen sich die verschiede-
nen Gewebearten des Körpers zusammensetzen. Die Zellen unterscheiden sich in ihrem Auf-
bau und ihrer Form, je nach der Funktion, die sie im Körper erfüllen. Jedoch lassen sich die
Strukturen im Zellinneren, die Zellkompartimente, in vielen Zellarten wiederfinden. Für eine
biophysikalische Betrachtung von größter Bedeutung sind jene Zellbestandteile, welche der
Zelle Form und Stabilität verleihen. Zellen sind mechanischen Reizen ausgesetzt und üben sel-
ber Kräfte auf die Umgebung aus – nicht nur die Bewegung des gesamten Organismus, sondern
auch lebenserhaltende Funktionen wie die Verdauung und der Blutkreislauf setzen die Kraft-
übertragung zwischen Zellen voraus. Die Reize können zudem auf das Schicksal einzelner Zel-
len Einfluss nehmen und deren Wachstum sowie Teilung und damit letztlich die Entstehung
von neuem Gewebe veranlassen. Die Organe des menschlichen Körpers bestehen nicht allein
aus Zellen, sondern je nach Art des Gewebes befinden sich zwischen den Zellen mitunter eine
Vielzahl an Proteinen, die gleichermaßen die Funktion und Eigenschaften des Organs bestim-
men können und in ihrer Gesamtheit die extrazelluläre Matrix bilden. Die Eingliederung der
Zelle in ihre Umgebung bedarf eines festen Kontakts, den man Zelladhäsion nennt. 3
3
2 Grundlagen
Die Zelle (Abbildung 2.1A) wird durch eine doppelte Lipidschicht, die Zellmembran, von an-
deren Zellen und der extrazellulären Matrix (EZM) abgegrenzt. Im Inneren der Zellmembran,
im Zytosol eingebettet, befinden sich die Zellorganellen. Zu diesen zählt zum Beispiel der Zell-
kern, in dem die Desoxyribonukleinsäure (DNS) in Form von Chromosomen gelagert ist. Die
DNS codiert in ihren Genen Proteine, die im endoplasmatischen Retikulum synthetisiert wer-
den. Im Golgi-Apparat werden diese Proteine weiter modifiziert und für einen Transport inner-
halb und aus der Zelle verpackt. Die Mitochondrien versorgen die Zelle mit Energie. Die Zelle
wird außerdem von einem Netz an Proteinfilamenten durchzogen, die zusammen das Zytoske-
lett bilden. Man unterscheidet drei Klassen von Proteinen, aus denen sich die Filamente des
Zytoskeletts zusammensetzen. Zum einen gibt es die Mikrotubuli, die aus dem Protein Tubulin
gebildet werden und wichtige Funktionen hinsichtlich der Anordnung der Zellorganellen, dem
Transport in der Zelle und der Zellteilung erfüllen. Viele der Mikrotubuli laufen sternförmig
im Zentrosom zusammen, wo die Chromosomen während der Zellteilung angeordnet werden.
Weiterhin gibt es die Intermediärfilamente, die der Zelle Zugfestigkeit verleihen und mechani-
sche Kräfte zwischen Zellen übertragen. Zuletzt wird noch ein Netzwerk aus Filamenten und
Fasern des Proteins Aktin gebildet, das im Zusammenspiel mit Motorproteinen (z. B. Myosin)
und Vernetzungsproteinen (z. B. Filamin, Aktinin) für die Bewegung (Zellmigration) und Form-
gebung der Zellen von großer Bedeutung ist. Aktinfilamente spielen demzufolge auch eine be-
sondere Rolle in der Zelladhäsion bei der Ausbildung von Kontaktstellen der Zelle zur EZM. 3,8,9
Neben der direkten Zell-Zell-Wechselwirkung steht eine Vielzahl an Zellen mit der EZM in
Kontakt. Die Verbindung zwischen Aktinzytoskelett und EZM wird über Rezeptorproteine der
Klasse der Integrine hergestellt, die in die Zellmembran eingebettet sind (Abbildung 2.1B). In-
tegrine sind heterodimere Proteine aus einer α- und einer β-Untereinheit. 3,10 Diese Unterein-
heiten existieren in mehreren Ausprägungen, sodass sich durch entsprechende Kombination
Integrine mit unterschiedlichen Funktionen und Vorkommen ergeben. Mittels ihrer extrazellu-
lären Domäne binden die meisten dieser Integrine an Proteine der EZM, während intrazellulär
Adapterproteine, wie Talin und Vinculin, den Kontakt zum Aktinskelett herstellen. Durch die
Zusammenlagerung vieler Integrine entsteht eine stabile Zell-Matrix-Adhäsionsstelle. 11,12 Auf
intrazellulärer Seite zeichnen sich diese Adhäsionsstellen durch eine Fülle an gebundenen Pro-
teinen aus. 11 Deren Funktion liegt nicht allein in der Vermittlung des mechanischen Kontaktes
zum Aktinzytoskelett, sondern an der Adhäsionsstelle werden auch lebensnotwendige bioche-
mische und biophysikalische Reize zwischen dem Zellinneren und der EZM ausgetauscht.
Die EZM wird aus einem wechselnden Anteil an Proteinen und teilweise auch als Netzwerk
vorliegenden Glykosaminoglykanen gebildet. 3 Die Proteine, wie Kollagen, Fibronektin und La-
minin, und deren Netzwerk verleihen der EZM mechanische Stabilität und bieten den Zellen
ein Gerüst zur Adhäsion durch eine Vielzahl an Bindungsstellen. Zum anderen werden durch
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Abbildung 2.1
Die Zelle und Zell-Matrix-Adhäsionsstellen. (A) Die Zelle besteht aus einer Vielzahl an Zellkomparti-
menten, die in das Zytosol eingebettet sind. Zellen werden über Zell-Matrix-Adhäsionsstellen in ihrer
extrazellulären Matrix eingegliedert. (B) Integrine sind in der Zellmembran eingebettete Adhäsionsre-
zeptoren, die eine Bindung zu Proteinen (z. B. Fibronektin) der extrazellulären Matrix herstellen. Auf
intrazellulärer Seite wird über Adapterproteine (wie z. B. Talin und Vinculin) der Kontakt zum Aktinzy-
toskelett vermittelt.
Glykosaminoglykane Wasser gespeichert und Botenstoffe gebunden. Glykosaminoglykane be-
stehen aus unterschiedlich sulfatierten Disaccharideinheiten, die kettenartig angeordnet sind.
Das Glykoprotein Fibronektin ist ein wichtiger adhäsiver Bestandteil der EZM. Es besitzt Bin-
dungsstellen für andere Matrixmoleküle wie Kollagen und Heparin, aber auch für andere Fi-
bronektinmoleküle zur Entstehung von Fibronektinfibrillen. 13–15 Fibronektin ist der wichtigste
Ligand (Bindungspartner) des α5β1-Integrins, welches über die extrazelluläre Domäne an die
RGD-Aminosäuresequenz des Fibronektins binden kann. Fibronektin gehört damit zu den Be-
standteilen von Zell-Matrix-Adhäsion. Folglich ist Fibronektin auch in Prozessen zur Erhaltung
von Zellfunktionen (Homöostase), Entwicklung und Regeneration von Gewebe beteiligt. 3,16,17
2.1.2 Die Regulierung der Zelladhäsion durch Mechanotransduktion
Die meisten Zelltypen stellen über Adhäsionsstellen den Kontakt zu benachbarten Zellen und
der EZM her. Die Zelladhäsion ist allerdings weit mehr als die bloße Verankerung der Zelle
im Zellverband, vielmehr werden lebensnotwendige Funktionen über Signalprozesse an Zell-
Zell- und Zell-Matrix-Adhäsionsstellen gesteuert (Abbildung 2.2). Die Eigenschaften der Um-
gebung können die Entwicklung der Zelle grundlegend beeinflussen, wie deren Proliferation
(Zellwachstum und -vermehrung), Differenzierung (Spezialisierung), Zellmorphologie (Form)
und Migration bis hin zur Auslösung des programmierten Zelltodes, der Apoptose. 3,4,6,7,18–20
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Abbildung 2.2
Einfluss der EZM auf das Zellverhalten. Die EZM kann sowohl durch biochemische als auch biophysi-
kalische Signale Einfluss auf das Zellverhalten nehmen. Daraus resultierend ändern sich die Eigenschaf-
ten von Zellen hinsichtlich ihrer Funktionen.
Zum einen spielen Botenstoffe aus der EZM, wie Wachstumsfaktoren, eine wichtige Rolle in in-
trazellulären Signalprozessen – aus biophysikalischer Sicht aber noch interessanter ist der Ein-
fluss mechanischer Eigenschaften der EZM auf das Zellverhalten. Zellen ist in der Lage durch
die Bindung an die EZM mit Rezeptoren ihre Umgebung zu erkunden und auf Reize zu reagie-
ren. Sie können das Netzwerk der umliegenden EZM neu organisieren, indem sie Matrixpro-
teine produzieren, Proteinasen zum Zerschneiden von Matrixkomponenten ausschütten oder
die vorhandenen Filamente durch Kraftausübung verändern. 3,13,21
Kontraktile Zellkräfte entstehen im Aktinzytoskelett und werden über die Adhäsionsstellen
auf die EZM übertragen. Andererseits nehmen Kräfte, welche in der EZM hervorgerufen wer-
den (z. B. durch andere Zellen), den umgekehrten Weg und werden durch die Zellrezeptoren
auf die intrazellulären Adapterproteine weitergeleitet. Einige der Adapter- und Rezeptorpro-
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teine sind mechanosensitiv – unter Krafteinfluss werden sie gedehnt und ihre Konformation
(räumliche Anordnung) ändert sich. 12,22 Das kann dazu führen, dass bisher verborgene Bin-
dungsdomänen für weitere Proteine freigelegt werden oder sich die Affinitäten zu anderen Pro-
teinen an bereits exponierten Bindungsdomänen ändern. 23 Fürα5β1-Integrine wurde heraus-
gefunden, dass sich deren Bindung an Fibronektin unter Krafteinfluss festigt und die Bindung
unter Kräften von 10 pN bis 30 pN eine längere Lebensdauer aufweist (Catch-Bond). 10,12,24,25
Außerdem wurde gezeigt, dass durch die Bindung von Talin an die intrazelluläre Domäne eines
α5β1-Integrins das Integrin in eine aktive Konformation überführt wird und sich damit dessen
Affinität zu Fibronektin verstärkt. 3,26 Veränderungen an Proteinen, wie die Bindung weiterer
Proteine oder Phosphorylierungen, können Signalkaskaden auslösen, die tiefgreifende Verän-
derungen im Zellverhalten, wie zum Beispiel ein geändertes Expressionsmuster nach sich zie-
hen. 10,11,26 Die Beeinflussung des Zellverhaltens durch die Übersetzung von extrazellulären
mechanischen Reizen in intrazelluläre Signalprozesse wird Mechanotransduktion genannt. 11
Die Auswirkungen der Mechanotransduktion lassen sich auch in den Merkmalen der Adhäsi-
onsstellen wiederfinden. Zell-Matrix-Adhäsionsstellen werden hinsichtlich ihrer Stabilität und
Form, ihres Proteingehalts und dem Szenario, in dem sie auftreten, unterschieden. 13,27–29 Neu
entstandene Adhäsionsstellen mit weniger als 1 µm Durchmesser werden als fokale Komple-
xe bezeichnet. 11 Diese werden durch eine Zusammenlagerung von Integrinen gebildet. An der
intrazellulären Domäne einzelner Integrine docken Proteine wie Talin, Vinculin und Paxillin
an, die Bindestellen für weitere Proteine bereithalten und den Kontakt zu Aktinfilamenten her-
stellen (siehe auch Abbildung 2.1B). 3,22,26,30 Durch die Bindung weiterer Proteine und die An-
lagerung von Integrinen wachsen die fokalen Komplexe zu fokalen Adhäsionen heran (Abbil-
dung 2.3A). Voraussetzung für deren Entstehung ist auch eine Wirkung von Kräften. Die Kräfte
können ihren Ursprung außerhalb der Zelle haben oder intrazellulär durch die Polymerisati-
on von Aktin in Filamenten am Zellrand und einem daraus resultierenden, retrograden Akt-
influss an der Adhäsionsstelle wirken (Abbildung 2.3B). 31,32 An fokalen Adhäsionen kommt es
im weiteren Zusammenspiel mit den Adapterproteinen zu einer Zusammenlagerung von Ak-
tinfilamenten zu Aktinstressfasern. Diese werden unter anderem durch das Protein α-Aktinin
vernetzt. Über Aktinstressfasern werden kontraktile Kräfte, die im Aktinzytoskelett durch Myo-
sin-Motoren erzeugt werden, an die fokale Adhäsionen weitergegeben und stabilisieren die-
se. 3,32–38
Auch das Aktinzytoskelett wird indirekt durch Signalprozesse an fokalen Adhäsionen (FA)
reguliert, deren wichtigste Teilnehmer die Rho-GTPasen Rho, Rac und Cdc42 sind. Die Aktivie-
rung von Rho fördert die Entstehung von Aktinstressfasern und FA. Rac bewirkt die Polymerisa-
tion von Aktin am Zellrand und damit die Entstehung eines breiten, aktinreichen Zellfortsatzes
(Lamellipodium). Zuletzt tragen Signalprozesse über Cdc42 auch zur Aktinpolymerisation bei,
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Abbildung 2.3
Lokale und globale Regulierung von Zellzugkräften. (A) Auf lokaler Ebene wird der Auf- und Abbau von
Adhäsionen durch die Entwicklung von Zugkräften gesteuert. Kontraktile Kräfte aus dem Aktinzytoske-
lett werden intrazellulär über mechanosensitive Integrine auf die EZM übertragen. Über diese Kopplung
werden ebenfalls Kräfte aus der EZM ins Zellinnere vermittelt. Die mechanosensitiven Proteine können
als Antwort auf die wirkenden Kräfte Signalkaskaden auslösen, beziehungsweise durch Konformations-
änderungen Bindungsstellen für weitere Adapterproteine präsentieren. (B) Auf zellulärer Ebene resul-
tiert die feste Verankerung der Zelle am Substrat aus einem Wechselspiel an Aktinpolymerisation im
Lamellipodium nahe des Zellrands, stabiler Verankerung der Zelle am Substrat, dem retrograden Fluss
an Aktin und kontraktilen Kräften aus dem Zytoskelett.
durch die allerdings schmale Zellfortsätze (Filopodien) entstehen. 3,11,26,39,40 Ein weiteres wich-
tiges Signalprotein ist die Fokale Adhäsionskinase (FAK), deren Bindung an die FA durch Talin
oder Paxillin vermittelt wird. FAK trägt eine Reihe an Tyrosinen, die phosphoryliert werden kön-
nen, und ermöglicht damit sowohl die Bindung weiterer Proteine, als auch die Auslösung von
Signalkaskaden. 41–43 FAK spielt eine wichtige Rolle in der Regulierung von FA. 5,10,22,44,45
2.2 Biophysik der Zell-Matrix-Wechselwirkung
Tierische Zellen sind aus physikalischer Sicht weiche Materie. Sie sind in ihrem Aufbau aller-
dings zu komplex, als dass alle Zellbestandteile in einer Beschreibung der Zellmechanik be-
rücksichtigt werden könnten. Zellen werden als weiches Material betrachtet, das von einer
zweidimensionalen flüssigen Zellmembran ummantelt wird und von dem elastischen, kon-
traktilen Zytoskelett durchzogen ist. Für die Untersuchung von Zell-Matrix-Wechselwirkungen
ist weiterhin die Kopplung zur EZM von Bedeutung, einem elastischen Polymernetzwerk. 9 Die
Wirkung von Kräften auf zelluläre Bestandteile kann sowohl lokal an den Adhäsionsstellen, al-
so der Schnittstelle zwischen Zytoskelett und EZM betrachtet werden, oder global unter Be-
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rücksichtigung ausgewählter, für die Mechanik der Zelle relevanten Komponenten (siehe Ab-
bildung 2.4). Auf kurzen Zeitskalen von wenigen Sekunden reagieren Zellen auf mechanische
Kräfte durch eine passive, elastische Verformung. Auf längeren Zeitskalen von Minuten und
Stunden hingegen kann die Zelle ihr Zytoskelett aktiv umgestalten – was einer viskosen Defor-
mation gleichkommt. 9 Diese zeitabhängige Zellmechanik verdeutlicht, wie wichtig es ist auch
dynamische Prozesse, wie die Zelladhäsion, zu untersuchen.
Dieser Abschnitt fasst den Forschungsstand zum Einfluss der Umgebungsmechanik auf die
Zellzugkraftregulierung zusammen. Dabei wird zunächst nur auf die Situation auf einem 2D-
Substrat eingegangen. Der Inhalt des ersten Unterabschnitts beschränkt sich auf die lokale Re-
gulierung von Zellzugkräften an einzelnen Adhäsionsstellen. Im zweiten Unterabschnitt wird
dann auf die globale Kräftebilanz von Zellen eingegangen. Sowohl im lokalen als auch im glo-
balen Zusammenhang werden Einflüsse der Umgebungsmechanik diskutiert und der aktuel-
le Forschungsstand diesbezüglich ist in Tabelle 2.1 zusammengefasst. Zudem wird ein kleiner
Ausblick auf die Situation in 3D gegeben. Im dritten Unterabschnitt werden die initialen Pro-
zesse während der Adhäsion qualitativ beschrieben. Der aktuelle Forschungsstand zur Zeitab-
hängigkeit von Zellfläche und -kraft während der initialen Zelladhäsion wird dann im letzten
Unterabschnitt wiedergegeben. In diesem Zusammenhang wird ein Modell aus der Literatur
vorgestellt, dessen Vorhersagen sich auf die Ergebnisse dieser Arbeit anwenden lassen.
2.2.1 Die Kraftregulierung an Adhäsionsstellen
Da die Adhäsionsstellen die mechanischen Verbindungspunkte der Zelle zur EZM sind, stehen
sie im Mittelpunkt der Betrachtung der Zell-Matrix-Wechselwirkung. Die Entstehung und Zu-
sammensetzung von Adhäsionsstellen wurden im letzten Abschnitt 2.1.2 aus zellbiologischer
Sicht beschrieben (siehe auch Abbildung 2.3A). In diesem Abschnitt wird die biophysikalische
Seite der Adhäsionsstellen und damit deren Eigenschaften als Kraftvermittler in den Blick ge-
nommen. Im Folgenden wird FA, also „fokale Adhäsion“, in diesem Abschnitt synonym für jed-
wede „Adhäsionsstelle“ gebraucht, auch wenn es im engeren Sinne nur voll ausgebildete Adhä-
sionsstellen mit charakteristischer Zusammensetzung bezeichnet. Darüber hinaus ist bekannt,
dass fokale Adhäsionen im engeren Sinne vorwiegend in der hier betrachteten Zelladhäsion in
2D entstehen. 29
Dank neuer hochauflösender Mikroskopiermethoden wurde es in den letzten Jahrzehnten
möglich, einzelne Komponenten der Zelle aufzunehmen und Licht in deren Entstehung, Form
und Zusammensetzung zu bringen. 30,46,47 FA sind nach ihrer Entstehung keine starren Struk-
turen, sondern unterliegen dem permanenten Auf- und Abbau. 48–51 Neue FA entstehen bei
der Adhäsion und Migration der Zelle, während nicht mehr benötigte FA wieder aufgelöst wer-
den. 52,53 Die Lebenszeit einer FA beträgt wenige Minuten. 51 Mittels Zellzugkraftmikroskopie
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(cell traction force microscopy) können zudem Zugspannungen bestimmt werden, die Zellen
an einzelnen FA auf ein flexibles Substrat übertragen. 54–57 Dabei wurde gezeigt, dass bereits
kleine, neu gebildete fokale Komplexe messbare Kräfte auf die Zellumgebung übertragen. 52,58
Ebenso wurde eine lineare Zunahme der Kraft mit der Fläche von FA beobachtet, was darauf
hindeutet, dass die Zellen eine konstante Spannung an der FA zu halten versuchen. 58,59 Es ist
jedoch umstritten, ob sich dieser Zusammenhang auf die gesamte Lebensspanne der FA über-
tragen lässt. 51,59–62
Ein wichtiger extrazellulärer Faktor ist die Steifigkeit der EZM; sowohl hinsichtlich der Steifig-
keit des gesamten Netzwerks, als auch der Elastizität einzelner Filamente (siehe Abschnitt 2.3).
Vom Widerstand des Netzwerks gegen Krafteinfluss hängt die Zugspannung ab, die an der ein-
zelnen FA wirkt und abhängig davon werden in der Zelle Rückkopplungsmechanismen regu-
liert, die zur Verstärkung der FA führen. Es gibt Studien, die einen direkten Zusammenhang
zwischen der Substratsteifigkeit, FA-Fläche und übertragener Kraft beobachtet haben. 60,63,64
Neben dem Zusammenspiel von Fläche und Kraft in FA hängen auch die Form, Zusammenset-
zung und Orientierung der FA von der Steifigkeit der Umgebung ab. 47,65 Oft hingegen ist die
EZM nicht allein ideal-elastisch verformbar, sondern zeigt auch Viskosität unter Zellkräften.
Mit Zunahme der viskosen Deformation von Substraten wurde eine Abnahme der Länge von FA
beobachtet. 66 Das deutet darauf hin, dass der Fluss des Substratmaterials die Ausbildung von
stabilen Zell-Matrix-Bindungen behindert. Auch adsorbierte Liganden können auf verschieden
beschichteten Glassubstraten je nach Wechselwirkungsstärke des Liganden mit der Material-
grenzfläche (Ligandenaffinität) durch Zellkräfte auf der Oberfläche bewegt werden (siehe Ab-
schnitt 2.3.3). Stark hydrophobe Beschichtungen verhindern die Bewegung von Liganden und
beeinträchtigen damit das Wachstum von FA gegenüber nicht modifiziertem Glas. 67,68 Insge-
samt korreliert die Beweglichkeit von Liganden und damit die Remodellierung der EZM durch
die Zelle mit der Größe der FA. 68,69
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass wirkende Kräfte durch die mechanosensitiven Pro-
teine in den FA von Zellen reguliert werden. Die dagegen wirkenden Kräfte vonseiten des Sub-
strats hängen von der Mobilität von Liganden und der Viskoelastizität des Substrats ab. Eine
Übersicht über die Literatur zum Einfluss von Substratparametern auf FA ist in Tabelle 2.1 auf
Seite 14 aufgelistet. Die Zelle kontrolliert über die Ausbildung der FA ihre Kräfte auf die EZM.
Die FA sollen eine stabile Verankerung der Zelle in der EZM leisten und einen Bruch der Bin-
dung unter zu starken Spannungen verhindern.
Theoretische Modelle zur Dynamik von FA versuchen die Bedingungen, unter denen stabile
Adhäsionen entstehen, nachzubilden. In vielen Modellen wird eine Anzahl an äquidistanten
Liganden auf einer Oberfläche angenommen und parallel dazu eine Anzahl an Rezeptoren,
auf die im einfachsten Fall eine Kraft wirkt. Rezeptor-Liganden-Bindungen bilden sich mit ei-
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ner konstanten Wahrscheinlichkeit und mit kraftabhängiger Wahrscheinlichkeit werden diese
wieder gelöst. Durch das kraftabhängige Lösen der Bindungen kommt es zu kooperativen Ef-
fekten, durch die nach Lösen einer Bindung auf die verbleibenden Bindungen größere Kräfte
wirken. Durch diese Krafterhöhung wird das Lösen weiterer Bindungen wahrscheinlicher und,
abhängig von der Wahrscheinlichkeit für die Entstehung neuer Bindungen, kann es in der Folge
sogar zur kompletten Auflösung der FA kommen. 9 Andere Modelle hingegen beruhen auf ei-
ner relativen Bewegung von Rezeptor und Ligand parallel zur Oberfläche, durch die Bindungen
gedehnt werden und sich damit die Wahrscheinlichkeit zum Lösen der Bindung erhöht. Diese
Modelle führen zu einer effektiven Zell-Matrix-Reibung (siehe auch Unterabschnitt 2.2.4) und
Zellzugkräfte wirken abhängig von der relativen Geschwindigkeit. 9,35,50 So kann zum Beispiel
die Entstehung von FA unter der Wirkung des retrograden Flusses von Aktin im Lamellipodium
erklärt werden. 32 Komplexere Modelle berücksichtigen eine Verformung des Substrats und der
Schicht an intrazellulären, mechanosensitiven Proteinen unter Spannung. Die Verformung der
intrazellulären Proteine kann auch eine Symmetriebrechung beim Wachstum der FA nach sich
ziehen und so ein Wachstum der FA in Richtung der wirkenden Kraft erklärt werden. 70,71
Die Kraftregulierung an einzelnen Adhäsionsstellen trägt zur Kräftebilanz in der Zelladhäsi-
on bei. Es gibt aber auch weitergehende Untersuchungen, die infrage stellen, ob Zellkräfte nur
an unabhängigen Adhäsionsstellen eingestellt werden, oder ob es nicht viel mehr einen Rück-
kopplungsmechanismus über die gesamte Zelle gibt. 64 Im folgenden Abschnitt soll die Kraftre-
gulierung in der Gesamtzelle mit allen mechanosensitiven Komponenten betrachtet werden.
2.2.2 Die Kräftebilanz der Zelle
Die Untersuchung der Zugspannung an einzelnen FA vermittelt nur ein unvollständiges Bild,
wie Zellzugkräfte durch die mechanischen Eigenschaften der Umgebung reguliert werden. Alle
strukturgebenden Elemente führen im Wechselspiel zu der Mechanosensitivität der Zelle. In
Abbildung 2.3B auf Seite 8 sind vereinfacht die wichtigsten Kräfte in der Zelle dargestellt. Für
eine stabile Verankerung der Zelle in der Matrix muss an den fokalen Adhäsionen ein Kräf-
tegleichgewicht herrschen. Im Lamellipodium polymerisiert Aktin zu Filamenten und es ent-
steht eine Kraft gegen die Zellmembran, die zur Ausbreitung der Zelle führt. 36 Infolgedessen
setzt ein retrograder Aktinfluss in Richtung Zellmitte ein. Durch transiente Verknüpfung von
Aktinfilamenten mit den Adhäsionsstellen entsteht eine Art Reibung, die Zugkräfte auf die Ad-
häsionsstellen überträgt. 32,35,38 Ebenso werden durch die stabile Verankerung von Aktinstress-
fasern an ausgereiften FA und durch die Myosin II-bedingte Kontraktiliät des Aktinzytoskeletts
Kräfte auf die FA übertragen. Diese Kräfte müssen auf Seite des Substrats ausgeglichen werden.
So können die Kräfte zum Beispiel die Dehnung eines elastischen Substrats bewirken.
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Aus den beschriebenen Mechanismen wird deutlich, dass die Zelle zur maximalen Ausbrei-
tung eine stabile Verbindung zum Substrat benötigt, damit die Kraft aus der Aktinpolymerisa-
tion gegen die Spannung der Zellmembran wirken kann. Daraus leitet sich ab, dass die me-
chanischen Eigenschaften des Substrats (siehe Abbildung 2.4) großen Einfluss auf die Form
und Fläche von adhärenten Zellen haben und eine enge Verknüpfung zwischen Zellfläche und
Zellzugkräften existiert. In einer 2D-Umgebung ist die projizierte Fläche von adhärenten Zellen
ein Merkmal, das sich einfach mikroskopisch bestimmen lässt. Die maximale Fläche einer Zelle
wird zunächst von deren individuellen Eigenschaften festgelegt (Volumen, Membranspannung
und Organisation des Zytoskeletts). Zusätzlich zu dieser statistischen Inhomogenität in Zellpo-
pulationen können noch weitere, extrazelluläre Faktoren die Zellfläche beeinflussen. Gemein-
hin gilt, dass sich Zellen auf steiferen Substraten stärker ausbreiten können. 5,40,60,72–74 Jedoch
gibt es für jeden Zelltyp einen anderen Bereich an Steifigkeiten, für den dieser Zusammenhang
gilt. 38,75–79 Oft lässt sich auch eine Sättigung der Zellfläche mit zunehmenden Steifigkeiten be-
obachten. 75,77,80,81 Das wird auch beim Blick in Tabelle 2.1 auf Seite 14 deutlich, in der die Er-
gebnisse verschiedener Studien zusammengefasst sind. Die Fläche und Form steht in engem
Zusammenhang mit der Funktion von Zellen. Zellen nehmen ihre in vivo-Morphologie auf sol-
chen Substraten ein, deren Steifigkeit der des Ursprungsgewebes der Zelle entsprechen. 6,7,82
Diese Zusammenhänge spiegeln sich auch in den Zellkräften wider, die Zellen auf ihr Sub-
strat ausüben. Die Messung von Zellzugkräften in Abhängigkeit von der Zellfläche führte zu
der Beobachtung, dass nicht allein die zunehmende Ausbreitung der Zellen auf steiferen Sub-
straten auch die Zunahme von Zellzugkräften erklären kann. 73,74 Die Substratsteifigkeit hat
unabhängig von der Zellfläche Einfluss auf die Zellzugkräfte. 74,77,78,80 Kräfte werden außerdem
bei Vorgabe verschiedener, adhäsiver Flächen mit gleicher Größe aber anderer Form, von der
Geometrie der Fläche beeinflusst. 83,84
Auch die Art und Verfügbarkeit von Liganden in der EZM beeinflusst die Regulierung von
Zellkräften. Für die Zellfläche wurde ein Zusammenhang mit der Dichte an Liganden auf dem
Substrat (Anzahl an Bindungsstellen für die Zellrezeptoren) gefunden. 11,36,73,75,79,85–88 Eine ho-
he Ligandendichte ermöglicht es der Zelle mehr Kontakte zum Substrat zu bilden, die Vor-
aussetzung für eine Ausbreitung der Zelle sind. Mit der Ligandendichte kann nicht nur die
Ausbreitung von Zellen, sondern auch deren Migration gesteuert werden. Beide Prozesse hän-
gen nichtlinear von der Ligandendichte ab. Bei mittlerer Ligandendichte, deren Absolutwert
je nach Rezeptor-Liganden-Paar und damit Zelltyp variiert, adhärieren die Zellen vollständig.
Ferner erreichen sie ihre größte Migrationsgeschwindigkeit. 36,40,89–92 Bei großen Liganden-
dichten bilden Zellen viele FA zum Substrat, sodass eine schnelle Migration verhindert wird.
Das spiegelt sich wiederum in einer großen Adhäsionsstärke der Zellen auf hohen Liganden-
dichten wider. 41,85,89,91
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Beobachtung
Lokal
Global
Untersuchung einzelner Zellstrukturen.
Matrixeigenschaften mit direktem, lokalem
Einfluss auf FAs durch Rückkopplungsme-
chanismen bei Mechanotransduktion.
Kräfte durch das Zytoskelett über gesamte
Zelle vermittelt. Matrixeigenschaften wirken
über einen Mechanismus, der alle Struktu-
ren gleichzeitig involviert.
Messmodus
Statisch
Dynamisch
Messung an vollständig adhärenten Zellen
(siehe Tabelle 2.1). Ab etwa 4 h nach der
Aussaat der Zellen. Keine Zeitabhängigkei-
ten messbar.
Zeitaufgelöste Untersuchung von Zellen in
veränderlicher Umgebung direkt nach Ad-
häsion der Zellen (siehe Abschnitt 2.2.3).
Definierte Eigenschaften der Matrix zu Be-
ginn der Messung.
Eigenschaften der Matrix
Grenzfläche
Ligandendichte
Ligandenaffinität
Anzahl der Bindungsstellen für die Zelle in
der Matrix. Auch abhängig von Porosität
des zugrundeliegenden Netzwerkes.
Wechselwirkungsstärke der Liganden mit
restlicher Matrix. Nicht-kovalent gebundene
Liganden interagieren über elektrostatische
und hydrophobe Wechselwirkungen.
Netzwerk
Viskoelastizität
Elastizität
Verformung flexibler elastischer Substrate
durch die Zelle führt zur Speicherung von
Energie in Form von Dehnungsenergie.
Relaxation von Zellkräften durch viskose
Verformung des Substrates. Energiedissi-
pation im Substrat.
Untersuchung der Zell-Matrix-Wechselwirkung
Abbildung 2.4
Untersuchung von Zell-Matrix-Wechselwirkungen. Eigenschaften der EZM, die in Versuchen oft in ih-
rem Einfluss auf das Zellverhalten untersucht werden, sind (Visko-)Elastizität, Ligandendichte und Li-
gandenaffinität (siehe auch Tabelle 2.1). Oft werden einmalige Messungen mit vollständig adhärenten
Zellen durchgeführt. Seltener werden auch Dynamiken untersucht, zum Beispiel die initiale Zelladhäsi-
on. Weiterhin unterschieden sich die Studien in ihrem Fokus auf einzelne Strukturen der Zelle oder auf
die Zelle in ihrer Gesamtheit.
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Tabelle 2.1
Zell-Matrix-Wechselwirkungen. Experimentelle Ergebnisse aus der Literatur zum Einfluss von Netz-
werkeigenschaften (Steifigkeit und Viskoelastizität) und Grenzflächeneigenschaften (Ligandendichte
und -affinität) auf strukturelle Merkmale adhärenter Zellen (siehe auch Abbildung 2.4). Aufgeführt sind
nur stationäre/quasi-stationäre (Migration) Zustände vollständig adhärenter Zellen, wenn nicht anders
beschrieben. ↑/↓ steht für positive/negative Korrelation der beobachteten Zelleigenschaft (Spalte „Er-
gebnis“) von der Matrixeigenschaft (Spalte „Parameter“) und→ für Konstanz. Wenn die Größe nach an-
fänglicher Zunahme/Abnahme in die Sättigung geht, wird das mit s markiert. ↑↓ bedeutet, dass zunächst
eine Zunahme zu verzeichnen ist und nach Durchlaufen eines Maximums eine Abnahme. Folgende Ab-
kürzungen wurden verwendet: kov- kovalent, ads- adsorptiv, ges- gestempelt, ASF- Aktinstressfaser, FA-
fokale Adhäsion, PAA- Polyacrylamid, SAM- selbstorganisierende Monoschicht, PPMA- Poly(propylen-
alt-maleinsäureanhydrid), POMA- Poly(oktadecen-alt-maleinsäureanhydrid)
Parameter Bereich Ergebnis Bedingungen
Netzwerk
Steifigkeit
(elastische Verformung)
E : (14 bis 30) kPa Fläche (Zelle) ↑
Geschwindigkeit (Zelle) ↑
Kraft (Zelle) ↑
PAA (Substrat), Kollagen Typ I (Li-
gand), NIH 3T3 Fibroblasten (Zell-
linie) 72
E : (1 bis 35) kPa Fläche (Zelle) ↑s PAA (Substrat), 500 ng ·
cm2Kollagen Typ I Ratte (Ligand),
A7r5 (Zelllinie) 75
G ′: (0,002 bis 55) kPa Anzahl Zellen mit ASF ↑
Umfang (Zelle) ↑
Fläche (Zelle) ↑
Flächenzunahme (Zelle) ↑
PAA (Substrat), 140µg ·
ml−1Kollagen Typ I und Fi-
bronektin, kov (Ligand), NIH 3T3
Fibroblasten (Zelllinie) 76
G ′: (0,2 bis 2) kPa Fläche (Zelle) ↑
Kraft (Zelle) ↑
PAA (Substrat), Fibronektin, kov
(Ligand), NIH 3T3 Fibroblasten
(Zelllinie) 5
E : (1 bis 310) kPa Fläche (Zelle) ↑
Geschwindigkeit (Zelle) ↑↓
PDMS Säulen (Substrat), 0,8µg ·
ml−1und 8,0µg ·ml−1Fibronektin,
kov (Ligand), glatte Muskelzellen
aus menschlicher Aorta (Primär-
zellen) 40
k: (2 bis 130) nN ·µm−2 Kraft (FA) ↑ PDMS Säulen (Substrat), Fibro-
nektin, ads (Ligand), MDCK Epit-
helzellen (Zelllinie) 63
G ′: (0,1 bis 4,3) kPa Ordnungsparameter (ASF) ↑
Dehnungsenergie (Zelle) ↓
Hyaluronsäure (Substrat) mit
0,62 nmol·ml−1Polyethylenglykol-
Diacrylat-Fibronektineinheit
(Ligand), ADHF (Primärzellen) 94
E : (0 bis 3) kPa Länge (FA) ↑
Flächenzunahme (Zelle) ↑
PAA (Substrat), 500µg ·
ml−1Fibronektin, kov (Ligand),
HAEC (Primärzellen) 65
E : (1 bis 15) kPa Ordnungsparameter (ASF) ↑
Fläche (Zelle) ↑s
PAA (Substrat) mit 200µg ·
ml−1Fibronektin, kov (Ligand),
NIH 3T3 Fibroblasten (Zelllinie) 82
k: (1 bis 120) nN ·µm−2 Kraft (Zelle) ↑s
Fläche (Zelle) ↑s
PDMS Säulen (Substrat),
50µg · ml−1Fibronektin (Ligand),
NIH 3T3 Fibroblasten, MDCK
Epithelzellen (Zelllinie) 77
Fortsetzung der Tabelle auf nächster Seite...
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Parameter Bereich Ergebnis Bedingungen
E : (2 bis 8) kPa Dehnungsenergie (Zelle) ↓ PAA (Substrat), 50µg ·
ml−1Fibronektin, ads (Ligand),
HUVEC (Primärzellen) 45
E : (1 bis 34) kPa Ordnungsparameter (ASF) ↑↓ PAA (Substrat), Kollagen Typ I Rat-
te, kov (Ligand), hMSC (Primärzel-
len) 95
E : (1 bis 10) kPa Kraft (Zelle) ↑
Fläche (Zelle) ↑
Kraft/Fläche (Zelle) ↑
PAA (Substrat), 100µg ·
ml−1Kollagen Typ I, kov (Ligand),
BAEC (Primärzellen) 73
k: (1 bis 1600) nN ·µm−2 Fläche (Zelle) ↑
Zugspannung (FA) ↑
PDMS Säulen (Substrat),
50µg · ml−1Fibronektin, ges
(Ligand), hMSC, HUVEC (Primär-
zellen) 60
k: (1 bis 1600) nN ·µm−2 Fläche (Zelle) ↑
Fläche (Gesamt-FA) ↑
Kraft (Zelle) ↑
Kraft/Fläche (Zelle) ↑
Proliferation ↑s
PDMS Säulen (Substrat),
50µg · ml−1Fibronektin, ges
(Ligand), HUVEC (Primärzellen),
NIH 3T3 Fibroblasten (Zelllinie) 78
E(PDMS): (1 bis 25) kPa
E(Glas): 70GPa
Fläche (Zelle) ↑s
Steifigkeit (Zelle) ↑s
PDMS Säulen (Substrat), 100µg ·
ml−1Fibronektin Lachs, kov (Li-
gand), hMSC 80
k: (12 bis 80) nN ·µm−2 Kraft (FA) ↑
Kraftzunahme (FA) ↑
Zugspannung (FA) ↑s
Ordnungsparameter (ASF) ↑
PDMS Säulen (Substrat),
55µg · ml−1Fibronektin, ges
(Ligand), REF52 Fibroblasten
(Zelllinie) 64
k: (11 bis 48) nN ·µm−2 Fläche (Zelle) ↑
Kraft (FA) ↑
Fläche (FA) ↑
PDMS Säulen (Substrat),
50µg · ml−1Fibronektin, ges
(Ligand), HPAEC (Primärzellen),
NIH 3T3 Fibroblasten (Zelllinie),
Fläche war zum Teil vorgegeben 74
E(PDMS): (0,1 bis 2300) kPa
E(PAA): (0,5 bis 740) kPa
Fläche (Zelle, PDMS)→
Fläche (Zelle, PAA) ↑s
Fläche (FA, PAA) ↑s
PAA, PDMS (Substrat), 200µg ·
ml−1Kollagen Typ I, kov (Ligand),
humane Keratinozyten (Primär-
zellen) 93
E : (6 bis 122) kPa Zugspannung (Zelle) ↑s
Fläche (FA) ↑s
PAA mit/ohne Aminocapronsäu-
re (Substrat), 200µg·ml−1Kollagen
Typ I, kov (Ligand), MEF, NIH 3T3
Fibroblasten (Zelllinien) 81
E : (2 bis 30) kPa Substratdehnung (Zelle) ↓s
Zugspannung (Zelle) ↑s
Dehnungsenergie (Zelle)→
PAA (Substrat), 10µg ·
ml−1Fibronektin, kov (Ligand),
NIH 3T3 Fibroblasten (Zellli-
nie), Geometrie/Fläche war fest
vorgegeben 84
E : (1 bis 9) kPa Fläche (Zelle) ↑ Alginatgel (Substrat), 150 nmol ·
ml−1RGD-Peptid, kov (Ligand),
U2OS (Zelllinie) 79
Viskoelastizität
(G′′/G′ : viskose Verfor-
mung im Verhältnis zu
elastischer Verformung)
G ′: ≈ 4,5kPa
G ′′: (0,001 bis 0,130) kPa
Fläche (Zelle) ↑
Länge (FA) ↓
Proliferation ↑
PAA (Substrat), 50µg ·
ml−1Kollagen Typ I, kov (Ligand),
hMSC (Primärzellen) 66
Fortsetzung der Tabelle auf nächster Seite...
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Parameter Bereich Ergebnis Bedingungen
G ′′/G ′: (0,01 bis 100)
3 Substrate mit unterschied-
lichen Anteilen getestet
ab G ′′/G ′ ≈ 0,4 hohe Korrelati-
on der Geschwindigkeiten von
Zellen
Matrixremodellierung (Zelle) ↑
PDMS (Substrat), 200µg ·
ml−1Fibronektin, ads (Ligand),
Epithelzellen aus der Mäusebrust
in einer Monolage (Primärzel-
len) 96
viskoses/elastisches Gel
nach ionischer/kovalenter
Vernetzung
Fläche (Zelle) ↑
Anzahl Zellen mit ASF ↑
Proliferation ↑
Alginatgel (Substrat), 1,4kPa
(initiales E-Modul), (150 bis
1500) nmol ·ml−1 RGD-Peptid,
kov (Ligand), U2OS (Zelllinie),
Ergebnisse gelten nur für weiches
Gel. Bei härteren Gelen kehren
sich die Verhältnisse teilweise
um 79
Grenzfläche
Ligandendichte (300 bis 40000) ·µm2 Geschwindigkeit (Zelle) ↑↓
Adhäsionsstärke (Zelle) ↑
Polystyren (Substrat), Kollagen
Typ IV, Fibronektin (Ligand),
hMSC (Primärzellen) 89
(0,02 bis 100)µg ·ml−1 Geschwindigkeit (Zelle) ↑↓
Adhäsionsstärke (Zelle) ↑
Glas (Substrat), Fibrinogen, Fibro-
nektin (Ligand), CHO B2 Zellen
(Zelllinie) 91
(0 bis 300) ng ·cm2 Adhäsionsstärke (Zelle) ↑ Polystyren (Substrat), Fibronektin
(Ligand), humane IMR-90 Fibrob-
lasten (Zelllinie) 85
(1 bis 1000)µg ·ml−1 Fläche (Zelle) ↑ PAA (Substrat), E = 2,5kPa (E-
Modul), RGD-Peptid, kov (Ligand),
BAEC (Primärzellen) 86
(0 bis 250) ng ·cm2 Adhäsionsstärke (Zelle)→↑s Glas (Substrat), SAM mit verschie-
denen Endgruppen, Fibronektin,
ads (Ligand), MC3T3-E1 (Zellli-
nie) 41
(100 bis 1100)µm2 Anzahl (Zelle) ↑ Polyethylenglykol mit Goldnano-
kugeln (Substrat), RGD-Peptid-
Thiol auf Gold (Ligand), MC3T3-
Osteoblasten (Zelllinien) 87
(0 bis 100000) ng ·cm2 Fläche (Zelle) ↑↓ PAA (Substrat), E : (1 bis 66) kPa (E-
Modul), Kollagen Typ I Ratte (Li-
gand), A7r5 (Zelllinie) 75
(1 bis 1000)µg ·ml−1
(150 bis 1500) mol ·µm−2
Flächenzunahme (Zelle) ↑ PAA (Substrat), E = 2,5kPa (E-
Modul), RGD-Peptid, kov (Ligand),
BAEC (Primärzellen) 97
(0,01 bis 100)µg ·ml−1 Kraft (Zelle) ↑
Fläche (Zelle) ↑
PAA (Substrat), E = 5kPa (E-
Modul), Kollagen Typ I, kov
(Ligand), BAEC (Primärzellen) 73
(0,8 bis 500)µg ·ml−1 Geschwindigkeit (Zelle) ↑↓
Fläche (Zelle) ↑s
Seitenverhältnis (Zelle) ↑↓
Glas (Substrat), Polylysin-
Polyethylenglykol-RGD (Ligand),
Fischkeratinozyten (Primärzel-
len) 36
(150 bis 1500) nmol ·ml−1 Fläche (Zelle) ↑ Alginatgel (Substrat), E = 1,4kPa
(E-Modul), RGD-Peptid, kov (Li-
gand), U2OS (Zelllinie) 79
Fortsetzung der Tabelle auf nächster Seite...
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Parameter Bereich Ergebnis Bedingungen
Ligandenaffinität
(Wechselwirkung Ligand
zu Substratgrenzfläche)
hydrophil (Glas)/ hydro-
phob (Dimethyloctadecyl-
chlorsilan, ODS)
Fläche (Zelle): Glas>ODS
Anzahl Zellen mit ASF:
Glas>ODS
Fläche (FA): Glas>ODS
Glas (Substrat), kein Ligand oder
Serum, ads (Ligand), humane Fi-
broblasten (Primärzellen) 67
hydrophil (Glas)/ hydro-
phob (Dimethyloctadecyl-
chlorsilan, ODS)
Fläche (Zelle): Glas>ODS
Matrixremodellierung (Zelle):
Glas>ODS
Fläche (FA): Glas>ODS
Glas (Substrat), 20µg · ml−1oder
40µg·ml−1Fibronektin oder Fibri-
nogen, ads (Ligand), HUVEC (Pri-
märzellen) 68
hydrophiles (PPMA)/ hy-
drophobes (POMA) Malein-
säurecopolymer auf PAA
mit adsorptiv/kovalent
gebundenen Liganden
Matrixremodellierung (Zel-
le): PPMA-ads > POMA-ads >
PPMA-kov > POMA-kov
Fläche (FA): PPMA-ads >
POMA-ads > PPMA-kov =
POMA-kov
Anzahl (ASF): PPMA-ads >
POMA-ads > PPMA-kov =
POMA-kov
Glas (Substrat), 50µg ·
ml−1Fibronektin, ads (Ligand),
HUVEC (Primärzellen) 69
SAM mit CH3, NH2, COOH
und OH
Adhäsionsstärke (Zelle): CH3 <
NH2 =COOH<OH
Glas (Substrat), 40 ng ·
cm2Fibronektin, ads (Ligand),
MC3T3-E1 (Zelllinie) 41
Maleinsäurecopolymere mit
zunehmender Hydrophobie
PEMA < PPMA < POMA
Fläche (FA)→
Flächenanteil FA (Zelle) ↓
Glas (Substrat), 50µg ·
ml−1Fibronektin, ads (Ligand),
HUVEC (Primärzellen) 98
SAM mit NH2 oder COOH
höhere Affinität auf COOH
wegen ionischer Wechsel-
wirkungen
Geschwindigkeit (Zelle):
NH2 <COOH
Matrixremodellierung (Zelle):
NH2 <COOH
Glas (Substrat), 20µg ·
ml−1Fibronektin, ads (Ligand),
dermale Fibroblasten aus der
menschlichen Vorhaut (Primär-
zellen) 99
hydrophiles (PEMA)/ hydro-
phobes (PSMA) Maleinsäu-
recopolymer auf PAA
Zugspannung (FA): PE-
MA<PSMA
PAA (Substrat), E : (2 bis 8) kPa (E-
Modul), 50µg · ml−1Fibronektin,
ads (Ligand), HUVEC (Primärzel-
len) 45
In manchen Materialien nimmt mit zunehmender Steifigkeit auch die Größe der Poren ab:
folglich kann es sein, dass die Flexibilität von Liganden, und somit auch die effektive Dichte an
Zellbindungsstellen, durch eine größere Anzahl an Bindestellen mit dem Substrat ebenfalls ab-
nimmt und sich die Einflüsse von Substratsteifigkeit und Ligandendichte nicht komplett von-
einander trennen lassen. 93
In dynamische Zellprozessen muss die Zelle ständig Energie investieren, um den Kontakt
zum Substrat aufrechtzuerhalten. Die Migration und initiale Adhäsion von Zellen sind per se
dynamische Prozesse in denen die Zelle Adhäsionsstellen bilden und abbauen muss und ihr
Zytoskelett remodelliert. Zum anderen muss die Zelle auch auf eine veränderliche Umgebung
reagieren können, wie zum Beispiel eine viskose Verformung ihres Substrats, oder die Mobili-
tät von Adhäsionsliganden. Wie eingangs erwähnt, reagieren Zellen auf kurzen Zeitskalen wei-
testgehend passiv und elastisch auf äußere Kräfte, während die eben genannten Prozesse eine
Aktivität der Zelle wie die Anpassung des Aktinzytoskeletts erfordern und demzufolge relativ
langsam erfolgen. Durch Kraftmessungen an adhärenten Zellen zwischen einem Cantilever
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und einem festen Substrat wurden die Verformung von Zellen untersucht. Bei Dehnung der
Zelle kommt es zu einer Dehnungsversteifung (strain stiffening) – das heißt die Steifigkeit der
Zelle nimmt mit zunehmender Dehnung zu. 100–102 Diese Beobachtung wurde dem Aktinzyto-
skelett der Zelle zugeschrieben. Dieses zeigt bei größerer Steifigkeit der Umgebung eine stär-
kere Kontraktilität. 103,104 Mit Änderung der externen Kräfte beginnt die Zelle aber auch ihr Zy-
toskelett zunehmend umzuorganisieren. 101,104,105 Die Organisation des Zytoskeletts geht mit
der Entstehung von FA einher und hängt damit von Umgebungsparametern ab. Während Zel-
len auf sehr weichen Substraten keine Aktinstressfasern bilden und nur ein diffuses Aktinnetz-
werk entwickeln, nimmt mit der Steifigkeit auch die Anzahl und Ordnung an Aktinstressfasern
zu. 64,76,94,106 Das spiegelt sich auch in der Steifigkeit der Zelle selbst nieder, die sich bei adhä-
renten Zellen der Steifigkeit von der Umgebung anpasst. 82
Auf nichtideal-elastischen Materialien muss die Zelle permanent ihr Aktinzytoskelett neu
organisieren, denn Zellzugkräfte an den FA relaxieren infolge des viskosen Fluss des Materi-
als. 79,107 Mit größerer Viskosität (= größerer Verlustmodul, siehe nächster Abschnitt 2.3.2) des
Substrats breitet sich die Zelle weiter aus, um den Spannungsverlust auszugleichen, durch den
sie permanent Energie durch die Dissipation von Zugkräften im Substrat verliert. 66,79 Aller-
dings bildet die Zelle in diesem Fall kleinere FA aus, da die erforderliche Spannung in den FA
zu deren Wachstum nicht ausreicht. 66 Auf viskosen Substraten führen benachbarte Zellen kor-
relierte Bewegungen aus, denn die Bedeutung von Zell-Zell-Kontakten wächst mit geringerer
Verankerung im Substrat. 96,108 Insgesamt wurde aber das Zellverhalten auf flexiblen Matrices
mit viskoser Verformung nur wenig untersucht. Das liegt daran, dass viskose Prozesse auf sehr
viel längeren Zeitskalen ablaufen und Messungen deshalb sehr aufwendig werden.
Das gilt nicht nur für die Zelladhäsion auf viskoelastischen Substraten, auch die Untersu-
chung des Zellverhaltens auf einer remodellierbaren Ligandenschicht erfordert die Berück-
sichtigung dynamischer Prozesse beziehungsweise dissipativer Wechselwirkungen. Der Ver-
suchsaufbau der meisten Experimente sieht eine feste kovalente Verknüpfung von Liganden
mit einem ideal-elastischen Substrat vor, um eine vollständige Kraftübertragung auf das Sub-
strat zu gewährleisten. Mobile Liganden spiegeln hingegen die in vivo-Situation besser wie-
der. 109 So kann durch eine adsorptive Anbindung von Liganden an Substrate mit variabler Af-
finität (Bindungsstärke des Liganden; siehe nächster Abschnitt 2.3.3) das Zellverhalten beein-
flusst werden. Die Mobilität von Liganden führt zu einer effektiven Ligand-Substrat-Reibung,
falls die Bindung zwischen Substrat und Ligand schwächer ist als die Bindung zwischen Re-
zeptor und Ligand. 110 Die geringere Bindung der Liganden erleichtert die Remodellierung der
EZM durch die Zellen. 68,69,99 Allerdings sinken auch die Adhäsionskraft der Zellen zum Substrat
und die Zellzugkräfte, da beides aus der geringeren Bindung der Liganden resultiert. 45,111 Das
spiegelt sich ebenfalls in einer anderen Verteilung und Form von FA sowie der Zellfläche und
18
2.2 Biophysik der Zell-Matrix-Wechselwirkung
-migration wider. 21,31,38,98,99,112–114 Daraus leitet sich ein verändertes Zellsignal- und Differen-
zierungsmuster der Zelle ab. 41,45,115
Außer der Affinität der Liganden zu dem unterliegenden Substrat kann auch die Affinität des
Rezeptors zum extrazellulären Liganden variiert werden. Damit ändert sich ebenfalls das Mi-
grationsverhalten der Zellen, wobei eine starke Bindung der Migration eher hinderlich ist. 90,91
Die Kraftübertragung beschränkt sich nicht nur auf spezifische Liganden-Rezeptor-Bindungen.
Mit nicht-adhärenten Zellen wurde nachgewiesen, dass Reibungskräfte zwischen der Zellmem-
bran und dem Substrat ebenso die Fortbewegung von Zellen vermitteln können. 116
Die Struktur und Kontraktilität von Zellen wurde auch in theoretische Modelle gefasst. Eines
der ersten Modelle ist das tensegrity-Modell, in dem das Zytoskelett der Zelle als Netzwerk aus
spannungs- und kompressionsresistenten Elementen beschrieben wird, das unter einer Vor-
spannung steht. 117–119 Spannungen werden durch das Aktinzytoskelett im Verbund mit den
Intermediärfilamenten vermittelt und Kompression wird durch die Mikrotubuli abgefangen.
Alle Elemente werden als mechanisch verknüpft mit den FA gesehen und so kann ein Teil der
Spannung in adhärenten Zellen auf die EZM übertragen werden. Mit diesem Modell konnten
Phänomene im Zellverhalten, zum Beispiel die Veränderung des Zytoskeletts in Reaktion auf
äußere Kräfte sowie biochemische Agenzien und die Dehnungsversteifung der Zelle qualitativ
erklärt werden. 118,119
Die Dehnungsversteifung der Zelle ist auch die experimentelle Grundlage für die Beschrei-
bung der Zelle als „aktives weiches Glas“ (active soft glass). 8,102 In den zugrundeliegenden
rheologischen Messungen wurden Potenzgesetze für den Zusammenhang zwischen der Span-
nung und der Steifigkeit von Zellen gefunden. 100 Die Exponenten offenbaren dabei eine Ab-
hängigkeit von der Vorspannung der Zelle. 102 Das deutet auf eine hoch komplexe elastische
und viskose Reaktion der Zelle bei Verformung auf allen Zeitskalen hin, was es sehr schwer
macht, einzelnen Phänomenen strukturelle Komponenten zuzuordnen. 102
In einem weiteren Modell wurde aus der Form der projizierten Fläche von adhärenten Zellen
in 2D Zusammenhänge für die Kraftverteilung in der Zelle abgeleitet. Dafür wurden Zellen als
"Netzwerk aus aktiven Kabeln"(active cable network) modelliert, das zwischen den Adhäsions-
stellen aufgespannt war und in dem die einzelnen Elemente zwischen zwei Kreuzungspunkten
kontraktil waren. 120,121 Die Zellkontur zwischen zwei Adhäsionsstellen entspricht dabei einem
Kreisbogen. Mithilfe des Modells können Kräfte an den Adhäsionsstellen am Zellrand aus der
Zellform abgeleitet werden.
Die Wechselwirkung von Zellen mit einem elastischen Medium wurde in weiteren Model-
len beschrieben. Aus der Theorie aktiver Materie wurde ein Zusammenhang für die Zellzug-
kräfte in Abhängigkeit von der Steifigkeit der Umgebung abgeleitet. 122 Damit konnten insbe-
sondere die experimentellen Befunde mit einer linearen Korrelation von Zellzugkräften und
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Steifigkeit für mittlere Steifigkeiten und einer Sättigung der Zellkräfte bei hohen Steifigkeiten
erklärt werden. 77 In einem weiteren Modell wurden die kontraktilen Kräfte der Zellen als sich
gegenüberliegende, aktive Kraftdipole beschrieben, die mit einem elastischen Medium wech-
selwirken. 123,124 Phänomene im Zellverhalten, wie die Migration von Zellen relativ zur Gren-
ze zwischen verschieden steifen Materialien, die Polarisation von Zellen in Reaktion auf An-
isotropie im Medium und die Reaktion auf äußeren zyklischen Krafteinfluss, lassen sich aus
der Beschreibung von interagierenden Kraftdipolen ableiten. 9,125,126 Weiterhin konnte mit ei-
ner analogen Beschreibung der Kontraktilität des Aktinzytoskeletts begründet werden, dass die
Orientierung des Aktinnetzwerks für eine mittlere Steifigkeit maximal wird. 95
Die initialen Zelladhäsion in 2D ist die Basis für ein weiteres Modell. 127 Darin wurde ei-
ne mikroskopische Beschreibung der Mechanotransduktion (siehe Modelle letzter Unterab-
schnitt 2.2.1) mit den globalen Kräften in der Zelle verknüpft und letztlich eine Dynamik für die
Adhäsion von Zellen in 2D abgeleitet. Dieses Modell ist bisher einzigartig, da es zudem noch
extrazelluläre Faktoren wie die Steifigkeit der Umgebung berücksichtigt. In weitere Details des
Modells wird im Folgenden (Unterabschnitt 2.2.4) genauer eingeführt, da sich die Vorhersagen
der Theorie auch auf die Ergebnisse dieser Arbeit anwenden lassen.
Vor allem dissipative Wechselwirkungen von Zellen mit ihrer Umgebung wurden weder in
theoretischen noch in experimentellen Arbeiten bisher umfassend betrachtet (siehe auch Ta-
belle 2.1 auf Seite 14). Die Gründe sind vielfältig – zum einen ist es erforderlich aktive Zellpro-
zesse zu untersuchen, da die Zellen permanent auf eine veränderliche Umgebung reagieren
müssen. Das stellt eine große Herausforderung dar, da die zugrunde liegenden Mechanismen,
die es der Zelle ermöglichen auf wechselnde Situationen zu reagieren, noch nicht so gut er-
forscht sind. Außerdem erfordert es eine Einbeziehung der Zeit als weitere Dimension, da die
Prozesse zum Teil sehr langsam verlaufen.
Bisher noch keine Berücksichtigung fand die Frage, welche Unterschiede sich im Zellverhal-
ten ergeben, wenn die Zellen in einer 3D-EZM eingebettet sind. Zellen, die auf einer plana-
ren Oberfläche adhärieren sind von vornherein auf eine Polarität festgelegt, da sie allein auf
ihrer Unterseite zum Substrat Adhäsionsstellen ausbilden können und auch Zugspannungen
damit größtenteils auf der Zellunterseite vermittelt werden. Zellen in einer fibrillären 3D-EZM
haben per se eine andere Morphologie und Zugspannungen werden entlang der Zellachse ver-
mittelt. 128 Es ist lange bekannt, dass Zellen auf einer synthetischen EZM andere Adhäsionsstel-
len ausbilden als in einer EZM, die einem lebenden Organismus entnommen wurde, oder von
anderen Zellen deponiert wurde. 109 Diese natürlichen EZMs sind allerdings schlecht definiert,
da sie aus einer Vielzahl an Komponenten bestehen. Ebenso stellt die Untersuchung von Ad-
häsionsstellen eine technische Herausforderungen, gleichbedeutend mit der Mikroskopie an
dicken Proben, dar. 29 Die Untersuchung des Zellverhaltens in einer 2D-Umgebung hat den-
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noch seine Berechtigung. Oftmals stellen die Prozesse in 2D eine übersteigerte Variante jener
Prozesse dar, die sich in abgeschwächter Form und mit anderen Prozessen verflochten auch in
3D wiederfinden lassen. 128 Außerdem ist die natürliche Umgebung einer Zelle selten komplett
isotrop, sondern oft wird der Zelle von ihrer Umgebung eine Polarität vorgegeben, die eng mit
der Funktion der Zelle verbunden ist. Demzufolge kann auch die Untersuchung der Zelladhä-
sion auf einer 2D-EZM wichtige Hinweise auf die in vivo-Zellfunktionen liefern.
2.2.3 Die initiale Zelladhäsion
Die Möglichkeit zur zeitaufgelösten Betrachtung der Kraftregulierung ergibt sich einerseits bei
verschiedenen Zellprozessen, andererseits können auch in den Experimenten solche Situatio-
nen geschaffen werden. Bereits zur Sprache gebracht wurde die Neubildung von FA in der Zell-
migration, während der man die Kraftzunahme verfolgen kann. 51,64 Eine andere Variante be-
steht darin, adhärente Zellen mit dem Myosin-Inhibitor Blebbistatin zu behandeln, was die
Auflösung von Aktinstressfasern und FA zur Folge hat. Nach Wegnahme des Blebbistatins kann
der umgekehrte Prozess mit gleichzeitiger Zunahme der Zellzugkräfte untersucht werden. 37
Eine letzte Alternative wurde bereits in Abbildung 2.4 genannt und soll in diesem Abschnitt
behandelt werden. Es handelt sich um die Untersuchung der initialen Dynamik von Zellzug-
kräften adhärierender Zellen. Dabei ist es möglich durch Wahl der Substratparamter eine defi-
nierte Umgebung vorzugeben, denn nach längerer Adhäsion verändern Zellen ihre Umgebung
allmählich, zum Beispiel durch Absondern eigener EZM-Moleküle. Im ersten Kontakt mit dem
Substrat durchlaufen die Zellen auch die größten Veränderungen. Zudem kann parallel die Zu-
nahme der Zellfläche beobachtet und mit der Kraftentwicklung in Beziehung gebracht werden.
Um Zellen auf einem Substrat zur Adhäsion zu bringen, werden diese zunächst aus einer
Kulturflasche durch ein Enzym in Suspension befördert. Die Zellen in Suspension sind kugel-
förmig, ihre Membranspannung ist minimal und im Zellinneren, unterhalb der Membran, be-
findet sich der Aktinkortex, ein dichtes Netzwerk aus dünnen Aktinfilamenten. Der Aktinkor-
tex bestimmt die mechanischen Eigenschaften der Zellen in Suspension. 9 Werden diese Zel-
len nun auf einem zweidimensionalen Substrat ausgesät, beginnen sie nicht sofort bei Kontakt
mit der Substratgrenzfläche abzuflachen, sondern verbleiben zunächst in ihrer kugeligen Form
auf der Grenzfläche (Abbildung 2.5A). Durch lokales Ablösen der Membran vom Aktinkortex
beginnt sich die Membran auszustülpen und Blasen zu bilden, einen Vorgang den man auf
Englisch als blebbing bezeichnet. Es ist ungewiss, ob die Bildung der Membranbläschen einen
Zweck im Zusammenhang mit der Zelladhäsion hat, aber es wird vermutet, dass die Ausstül-
pungen die Membranspannung regulieren und zunächst hinderlich für die Adhäsion der Zelle
sind. 129,130 Auf molekularer Ebene wird angenommen, dass der erste Kontakt nicht etwa durch
spezifische Adhäsionsrezeptoren wie Integrinen vermittelt wird, sondern unspezifisch durch
21
2 Grundlagen
1. Phase 2. Phase 3. Phase
• Kugelige Morphologie
• Geringe Membranspannung
• Membranbläschen
• Kleine Zellfortsätze entstehen
• Abflachung der Membran
durch adhäsive Kräfte zu
Oberfläche
• Aktinpolymerisation setzt ein
• Entstehung Lamellipodium
• Schnelle Ausbreitung d. Zelle
• Fokal Komplexe entstehen
• Zunahme der Membranspan-
nung
• Starker retrograder Aktinfluss
• Kontraktile Zellkräfte aus Zy-
toskelett
• Fokale Adhäsionen reifen
• Polarisation und -migration
Abbildung 2.5
Die initiale Zelladhäsion läuft in mehreren Phasen ab, denen sich spezifische Prozesse zuordnen lassen.
Die Einteilung beruht auf den drei Phasen aus Dubin-Thaler et al.. 138
lange Kohlenhydratketten die in der Membran eingelagert sind. 131 Der Zellkörper beginnt sich
aufgrund von adhäsiven Kräften in Richtung Substratgrenzfläche abzuflachen und die proji-
zierte Zellfläche nimmt leicht zu. 131–134 Durch Nachstellen der Situation mit Liposomen wurde
nachgewiesen, dass zellähnliche Gebilde bereits in dieser frühen Phase, allein durch Übertra-
gung der Membranspannung, geringe Zugkräfte auf ihr Substrat ausüben können. 135 Weiter-
hin wurde gezeigt, dass die Dauer der ersten Phase der Zelladhäsion von der Dichte an Ligan-
den auf der Grenzfläche beeinflusst wird. 136,137
Danach beginnt das eigentliche Ausbreiten der Zelle. Der Zellrand schiebt sich durch Kräfte,
die bei der Aktinpolymerisation in der Zellperipherie entstehen, schnell nach außen (Abbil-
dung 2.5B). Der Start dieses Prozesses wird mit dem Erscheinen von aktinreichen Zellfortsät-
zen in Verbindung gebracht. 138 Am Rand der Zelle entstehen Lamellipodien und der retrograde
Fluss von Aktin – die Bewegung von Aktinfilamenten in Richtung des Zellmittelpunkts – setzt
ein. Dadurch wirken intrazellulär Kräfte auf neu entstandene Integrin-Liganden-Bindungen,
die auch extrazellulär auf die Umgebung übertragen werden. 32 Zellen üben demnach bereits
Kräfte aus, noch bevor sich fokale Adhäsionen und Aktinstressfasern entwickelt
haben. 22,52,97,138 Sobald die Zelle sich soweit ausgebreitet hat, dass die überschüssige Zell-
membran erschöpft ist und die Membranspannung steigt, verlangsamt sich das Flächenwachs-
tum. Durch die Zunahme des retrograden Aktinflusses steigt hingegen die Kraft, die auf die
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Proteine an den Adhäsionsstellen wirkt und die fokalen Komplexe reifen zu FA heran (Details
siehe Unterabschnitt 2.1.2). 32 Durch die Aktivität des Motorproteins Myosin an den neu ent-
standenen Aktinstressfasern kann die Zelle kontraktile Kräfte erzeugen und auf äußere Kräfte
reagieren (Abbildung 2.5C). In dieser Phase kann es zu einer Polarisation der Zelle kommen:
entweder durch eine Anisotropie im Substrat, zum Beispiel eine Vorzugsrichtung von Filamen-
ten der EZM, oder eine einseitige Spannung des Substrats, durch Konzentrationsunterschiede
der Botenstoffen, oder aber auch spontan. FA und das Aktinzytoskelett orientieren sich bei ei-
ner Polarisation der Zelle neu und die Zelle wird in eine Richtung gestreckt. 7,47,95,105 Letztlich
erreicht die Zelle ihre maximale Ausdehnung. Später erlangen auch die Zellzugkräfte ihr Maxi-
mum und die Zelladhäsion ist abgeschlossen.
2.2.4 Die Flächen- und Kraftzunahme als Funktion der Zeit
Es gibt verschiedene alternative Wege die Zeitabhängigkeit der projizierten Zellfläche während
der initialen Adhäsion durch eine Funktion A(t ) (oder R(t ) für den Radius) zu beschreiben.
In Tabelle 2.2 sind verschiedene experimentelle und theoretische Ansätze aufgelistet. In man-
chen Ansätzen wurde das Ausbreiten der Zelle in drei Phasen (nach Dubin-Thaler et al. 138)
unterteilt, die jeweils mit einem anderen Potenzgesetz beschrieben werden konnten. 136 Den
Phasen lassen sich die im vorherigen Absatz beschriebenen Prozesse zuordnen (siehe auch
Abbildung 2.5). So bezeichnet die Phase 0 (P0) den Zeitabschnitt, in dem die Zelle auf dem
Substrat verweilt und nur wenig an Fläche zunimmt. In der zweiten Phase (P1) wächst die Flä-
che stark, bis die Wachstumsrate wieder zurückgeht und die dritte und letzte Phase (P2) mit
geringem Flächenwachstum bis die maximale Ausbreitung der Zelle erreicht ist. 138 Die konkre-
te Zeitabhängigkeit wurde nicht theoretisch beschrieben. In einer weiteren Publikation wurde
ein universelles Wachstum beschrieben, das unabhängig von äußeren Einflüssen (insbeson-
dere Substratparametern) und Zelltypen sei. Es wurde beobachtet, dass der Zellradius anfangs
schnell mit R ∝ t 1/2 zunimmt, während das Wachstum später auf R ∝ t 1/4 abfällt. 139 Diese
Abhängigkeiten wurden außerdem durch ein einfaches Modell begründet, in dem die Zelle als
eine vom Aktinkortex ummantelte, viskos-flüssige Kugel betrachtet wurde.
Alternative Ansätze näherten den gesamten betrachteten Zeitraum mit genau einer Funktion
der Zeit. Reinhart-King et al. 97 nutzten eine modifizierte Fehlerfunktion zur Beschreibung des
Flächenwachstums und fanden eine Abhängigkeit der Maximalfläche und der Zeitkonstante
von der Ligandendichte. Ebenso ermittelten sie einen linearen Zusammenhang zwischen der
Fläche und den Gesamtzugkräften während der Adhäsion. 86,97 Beide Zeitabhängigkeiten wur-
den aber nur rein phänomenologisch aus den experimentellen Daten bestimmt. Li et al. 140
leiteten ein Modell für die Zeitabhängigkeit des Radius her, dessen Form einem Potenzgesetz
entspricht. In den Exponenten ging dabei der Elastizitätsmodul ein: ein Zusammenhang, den
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Tabelle 2.2
Zeitabhängigkeit der Fläche während der initialen Zelladhäsion. Beispiele von ermittelten Zeitabhän-
gigkeiten des Radius R (und der Fläche A) von Zellen während der initialen Adhäsion in Experiment (E)
und Modell (M)
Zeitabhängigkeit E/M Substrat-/
Matrixparameter
Bemerkungen
A (t )∝ tαi , i Phase E Nicht untersucht Empirischer Befund aus Näherung, Exponent verän-
dert sich mit Übergang in andere Phase, Näherung in
den ersten 10min 136
A(t )
A(t=∞) ≈ tanh(αt ) E, M Schermodul,
Elastizitätsmodul
Substratabhängigkeit nicht exp. untersucht, Verwen-
dung von Schleimpilz, zellabhängige Normierung der
Zeit 133
A (t )=
[
erf
(
t−t50
τ
)
+1
]
· A50 E Ligandendichte Empirischer Befund aus Näherung, Ligandendichte
beeinflusst A50 und t50, Beobachtungsdauer 4h
97
Zwei Phasen:
• R (t )∝ J 1/2 · t 1/2, R ≤Rc
• R (t )∝ (JRc 3)1/4 ·t 1/4, R >Rc
E, M Adhäsionsenergie Adhäsionsenergie J nicht exp. untersucht, aber Ex-
perimente mit vielen Zelltypen und Bedingungen
durchgeführt, Näherung in den ersten 10min 139
A(t )∝ A∞
(
1−e−t/τ
)
E, M Nicht untersucht Zeitabhängigkeit gilt in Abwesenheit von Membran-
bläschen, Untersuchung der ersten 3h 129
R(t )
R0
∝
(
t
T0
)α
E, M Schermodul,
Elastizitätsmodul
Scher- und E-Modul fließen in Exponentα ein, in Exp.
E-Modul-Einfluss bestätigt, Untersuchung der ersten
60min 140
R (t )=R0+ (Rss −R0)
(
1−e−t/τ
)
E, M Elastizitätsmodul,
Ligandendichte
E-Modul und Ligandendichte fließen in Rss und τ
ein, lineares Modell auf exp. Daten angewandt: Zeit-
und Substratabhängigkeiten nur teilweise bestätigt,
deshalb Erweiterung um nichtlineares Modell (siehe
Gleichung 2.3), Untersuchung der ersten 5h 127
sie auch durch Experimente mit Zellen auf Polyacrylamidhydrogelen bestätigten. Der Elasti-
zitätsmodul (und ebenso der Schermodul) ist ein Maß für die Steifigkeit des Netzwerks und
dessen Widerstand gegen Verformung (Details dazu auch in Abschnitt 2.3.2). Das schnellere
Ausbreiten der Zellen bei größerer Substratsteifigkeit wurde auch in anderen Versuchen gefun-
den. 76
Die umfassendste theoretische Modellierung von Zellradius und Zugkräften und deren Zeit-
abhängigkeit während der Zelladhäsion wurde von Nisenholz et al. durchgeführt. 127 Sie leite-
ten ein komplexes Modell her, das auch den Einfluss von Substratparametern berücksichtigte.
Da sich die Theorie auch auf die Ergebnisse dieser Arbeit anwenden lässt, soll das Modell im
Folgenden ausführlich beschrieben werden. Das Modell beruht auf drei Mechanismen, die zur
Ausbreitung der Zelle führen: (1) eine konstante Polymerisationsgeschwindigkeit von Aktin an
der Zellfront, (2) ein zeitabhängiger retrograder Fluss von Aktin und (3) die aus beiden resul-
tierende Bewegung des Zellrandes. Der retrograde Aktinfluss übt an den Adhäsionskontakten
Kräfte aus, die Zell-Substrat-Reibungskräfte zur Folge haben, was das Ausbreiten der Zelle er-
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möglicht. Die Reibungskräfte resultieren aus Binden und Lösen von Rezeptor-Liganden-Paaren
und der elastischen Verformung von Rezeptor und Substrat. Der Reibungskoeffizient ξs nimmt
im Modell die folgende Form an: 127
ξs = ξmaxs
(
E˜m
E˜m+ E˜l
)(
NL
NL +k0ub/kb
)
(2.1)
Die Eigenschaften des Substrats sind im Reibungskoeffizienten durch den Elastizitätsmodul
E˜m des Substrats und die Dichte der Liganden NL auf der Substratgrenzfläche vertreten. Die
weiteren Größen sind der Elastizitätsmodul E˜l der Rezeptoren, die Assoziations- und Dissozia-
tionsrate von Rezeptor-Liganden-Paaren, kb und k
0
ub und der maximale Reibungskoeffizient
ξmaxs im Falle eines unendlich steifen Substrats und hoher Ligandendichte.
In der einfachen, linearen Variante des Modells hat die Zeitabhängigkeit des Radius eine ein-
fache, exponentielle Form (siehe Tabelle 2.2) und die Kraft ist im zeitlichen Verlauf proportio-
nal zum Radius. Der Reibungskoeffizient fließt in die Zeitkonstante τ ein und kontrolliert damit
die Geschwindigkeit der Ausbreitung der Zelle. Durch Anwendung der Zeitfunktion auf expe-
rimentelle Daten ergab sich für die Fläche maximal ausgebreiteter Zellen (Ass, ss - saturated
state) eine Abhängigkeit vom Elastizitätsmodul (E-Modul) des Substrats, für die Zeitkonstan-
te τ hingegen war eine solche Abhängigkeit nicht zu beobachten. Weiterhin zeigte sich, dass
das Verhältnis aus Kraftdichte und Radius entgegen den Voraussetzungen nicht konstant über
den betrachteten Zeitraum war. Deshalb war das Modell nicht geeignet um die Zelladhäsion
vollständig zu beschreiben. Mehr noch, die Zunahme der Kraft folgte zeitlich auf die Zunahme
des Radius, was Nisenholz et al. dazu veranlasste, das Modell um eine nichtlineare Variante zu
erweitern. 141
Als Grundlage für das erweiterte Modell wurde eine nichtlinear-elastische Verformung des
Zytoskeletts unter Spannung genannt. Mit einem Dehnungsversteifungskoeffizient λ lassen
sich folgende Zeitabhängigkeiten für den Radius 127
R (t )=R0
[
1+ 1
λ
ln
(
λa+1
λa exp(−t/τ′)+1
)]
(2.2)
und die Zugkraft normiert auf den Umfang f (t )
f (t )= fss
[
1−γ λa+1
λa+exp(t/τ′)
]
(2.3)
finden, wobei sowohl in den Parameter a, als auch in γ und in die charakteristische Zeit τ′
der Zell-Substrat-Reibungskoeffizient ξs und damit die Eigenschaften des Substrats und der
Grenzfläche einfließen. Diese beiden Funktionen beschrieben die Dynamik schon besser und
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konnten insbesondere das Verhältnis aus Kraft und Radius genauer annähern. Brill-Karniely et
al. 141 führten noch weitere Zellvorgänge auf, die alle eine zeitversetzte Zunahme von Kraft und
Radius zur Folge hätten: die verzögerte Entstehung des Aktinnetzwerks an der Zellunterseite
sowie eine Verstärkung des Aktinnetzwerks durch Myosinkräfte. In einer weiteren Veröffent-
lichung142, die auf das beschriebene Modell aufbaut, wurde noch auf den Einfluss der Myo-
sinaktivität auf die Dynamik von Radius und Kraft eingegangen. Dabei wurde unterschieden
zwischen einer Myosinpopulation, die an den Zellrändern über den Adhäsionsrezeptoren lo-
kalisiert ist und deren Kontraktionskräfte eine Zunahme von Radius und Kraft bewirkt, sowie
einer weiteren Myosinpopulation, die sich im Aktinzytoskelett näher an der Zellmitte veror-
ten lässt. Deren Kontraktionskräfte wirken der Ausbreitung der Zelle entgegen. In Abhängigkeit
von den jeweiligen Zeitskalen, mit denen die Polarisation des Myosins vonstatten geht, können
andere Dynamiken für Radius und Kraft beobachtet werden als der oben genannte Verlauf mit
exponentieller Sättigung. Insbesondere kann es zu einem Überschwingen (overshoot) beider
Größen im Verlauf der Adhäsion gegenüber deren Wert im gesättigten Zustand kommen. Damit
werden, neben dem monotonen Verlauf, auch eine Abnahme, oder unter manchen Bedingun-
gen auch Oszillationen, von Radius und Fläche während der Adhäsion aus einer theoretischen
Modellierung der Myosinaktivität erklärbar. 142
Sowohl das lineare, als auch das nichtlineare Modell sind von Interesse für diese Arbeit, da
sie so angelegt sind, dass sich die Theorie mit den Ergebnissen dieser Arbeit vergleichen lassen.
Die Modelle sind, auch ohne die Erweiterungen, die detailliertesten theoretischen Modelle, die
zur initialen Zelladhäsion entwickelt wurden. Das gilt vor allem auch, weil auf die Abhängig-
keit von Substrateigenschaften eingegangen wird. Leider wurden die in der Publikation Nisen-
holz et al. 127 gezeigten experimentellen Daten nur mit dem linearen Modell verglichen. Zu den
anderen Befunden muss noch eine systematische experimentelle Verifikation erfolgen. In der
Diskussion dieser Arbeit wird auf einzelne Aspekte der Modelle eingegangen – insbesondere
auf die Beschreibung der Dynamik von Kraft und Radius und die Zell-Substrat-Reibung.
2.3 Zellkulturträger
Wie eingangs (Abschnitt 2.1.2) beschrieben wurde, kann das Schicksal von Zellen, wie deren
Differenzierung und Proliferation, durch die physikalischen Eigenschaften der Umgebung be-
einflusst werden (Mechanotransduktion). Da man Zellen für in vitro-Experimente möglichst
lange weitestgehend in ihrem ursprünglichen Zustand erhalten möchte, ist es wichtig mit Hilfe
von Zellkulturträgern die (oftmals weiche und formbare) Mikroumgebung der Zellen im Orga-
nismus nachzuahmen.
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Der erste Teil dieses Abschnitts führt in die Bandbreite von Zellkulturträgern ein, die in zell-
biologischen Experimenten Anwendung finden. Hier werden neben den verwendeten Poly-
mermatrices auch kurz fibrilläre Netzwerke beschrieben. Der zweite Teil geht gesondert auf
Polymermatrices ein und wie sich deren Verhalten unter Verformung quantifizieren lässt. Im
letzten Teil werden die Wechselwirkungen von Zellen mit Grenzflächen erläutert und die da-
raus abzuleitende Gestaltung von Materialgrenzflächen für die Kultivierung von Zellen wird
erörtert.
2.3.1 Die Zellkulturträger als biomimetische Zellmikroumgebungen
Die Untersuchung des Zellverhaltens in Abhängigkeit von den mechanischen Eigenschaften
der Zellmikroumgebung lässt sich nur in Ausnahmefällen in vivo vornehmen. Das liegt nicht al-
lein daran, dass beliebige Stellen eines lebenden Organismus nur schwer für Messinstrumente
zugänglich sind. Weiterhin ist die gezielte Veränderung einzelner Parameter in der Umgebung
der Zellen bei gleichzeitiger Kontrolle aller anderen Parameter in einer in vivo-Situation auf-
grund der großen Komplexität kaum möglich. Die Experimente werden deshalb oft in vitro
durchgeführt, denn so können einzelne Umgebungsvariablen (pH-Wert, Temperatur, Nähr-
stoffe, Liganden, Zelldichte und Art der Zellen, Mechanik und Topologie der Zellumgebung,
etc.) gezielt festgelegt oder variiert werden.
Als Grundlage für die in vitro-Zellkultur werden biomimetische Zellkulturträger hergestellt,
die zum Teil aus synthetischen Materialien bestehen können und die natürliche EZM der Zelle
funktionell nachahmen. Die einfachsten Zellkulturträger bestehen aus Kunststoff (tissue culture
plastic, oft Polystyren) und auf denen kann zusätzlich durch die Beschichtung mit natürlichen
Liganden die Adhäsion von Zellen erleichtert werden. Diese Art von Zellkulturträgern sind ein-
fach zu handhaben, auch weil sie den Zellen, anders als in vivo, eine flache und formstabile
Umgebung bieten. Die Verwendung von Zellkulturträgern für die Untersuchung der Regulie-
rung von Zellkräften setzt allerdings voraus, dass, neben der Versorgung der Zelle mit Nähr-
stoffen und der Bereitstellung von Liganden als Anknüpfungspunkte für adhärente Zellen, auch
die mechanischen Eigenschaften der Zellkulturträger eingestellt werden können. 79,143–145 Der
Elastizitätsmodul (siehe nächster Unterabschnitt 2.3.2) des menschlichen Gewebes reicht von
0,1kPa (Gehirn) bis 10GPa (Knochen). 4,6,102 Der Zellkulturkunstoff ist sehr hart (≈ GPa) und
kaum durch Zellkräfte zu deformieren.
Als weiche, biomimetische Zellkulturmaterialien werden Netzwerke aus synthetischen Poly-
meren oder fibrilläre Netzwerke aus natürlichen Biopolymeren verwendet. Biopolymernetz-
werke (z. B. aus Kollagen oder Fibrin) haben den Vorteil, dass sie Säugetieren entstammen
und damit der natürlichen Mikroumgebung von Zellen nahe kommen. Dementsprechend sind
bereits Bindestellen für Zellen auf den Molekülen vorhanden oder Bindestellen für Adhäsi-
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onsliganden, die dann ihrerseits die Bindung von Zellen in den Netzwerken vermitteln. Die
Verwendung von Biopolymeren stellt aber auch einige Herausforderungen. Zum einen gibt
es eine große Variabilität zwischen den Biomolekülen verschiedener Spezies und zwischen
den Präparationsmethoden zur gewinnung des Biopolymers, was die Herstellung von Netz-
werken mit definierten Eigenschaften erschwert. Außerdem weisen Biopolymere aufgrund ih-
res großen Durchmessers eine große Steifigkeit zwischen den Knotenpunkten des Netzwerks
und kaum Verknäulung wie synthetische Polymere auf, und so kommt es bei stärkerer Defor-
mation des Netzwerks zu nichtlinearen Effekten und die Netzwerke werden mit zunehmen-
der Dehnung steifer (Dehnungsversteifung, siehe auch Abschnitt 2.2.2 und nächster Unterab-
schnitt 2.3.2). 146–150 Das hat den Nachteil, dass Biopolymernetzwerke durch Zellzugkräfte stei-
fer werden und bei der Untersuchung der Regulierung von Zellkräften diese Versteifung mit
einbezogen werden müsste. Für die quantitative Bestimmung der Zellzugkräfte mittels Zellzug-
kraftmikroskopie, in die der Elastizitätsmodul einfließt, müsste demzufolge dessen Änderung
nach Versteifung des Gels berücksichtigt werden. 55,151 Deshalb werden für die Zellzugkraftmi-
kroskopie oft Netzwerke aus synthetischen Polymeren wie Polyacrylamidhydrogele oder Poly-
dimethylsiloxan verwendet, die bei geeigneter Präparation keine Versteifung unter Dehnung
durch Zellkräfte aufweisen. Wie die Netzwerkmechanik im Detail erklärt werden kann, soll im
nächsten Unterabschnitt behandelt werden.
2.3.2 Die Viskoelastizität von Polymermatrices
Zur Beschreibung der Netzwerkmechanik von Polymermatrices untersucht man die Viskoelas-
tizität, worunter die elastische (reversible) und plastische (irreversible) Verformung unter Span-
nung zu verstehen ist. Für Gewebe wurde gezeigt, dass sie unter Spannung nichtideal-elasti-
sches Verhalten zeigen und auch eine plastische Verformung erfahren. 152,153 Die beiden An-
teile an der Viskoelastizität lassen sich mit dem Speichermodul G ′ und dem Verlustmodul G ′′
nach Messung durch Rheometrie angegeben. Beide zusammen ergeben den Schermodul G ,
der die Verformung nach einer Scherung beschreibt. Eine weitere Größe, die den Widerstand
eines Materials gegen eine Verformung angibt, ist der Elastizitätsmodul E . Er wird zum Bei-
spiel mit einer Kraftsonde durch senkrechtes Eindrücken der Oberfläche eines Materials ge-
messen. Das kann durch die Aufnahme von Kraft-Abstands-Kurven mittels Rasterkraftmikro-
skopie realisiert werden. Zellen, die auf einer zweidimensionalen Substratoberfläche kultiviert
werden, verformen ihr Substrat größtenteils tangential zur Substratoberfläche. Sie testen also
den Schermodul des Materials. In der vorliegended Arbeit wurde hingegen der Elastizitätsmo-
dul gemessen und es wurde vorausgesetzt, dass Schermodul und Elastizitätsmodul in einem
festen Verhältnis zueinander stehen. Für isotrope, linear-elastische Materialien ist dieser Zu-
sammenhang auch korrekt (E = 3G). Die Annahme linear-elastischer Verformung ist weiterhin
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für die Verwendung von Polymermatrices in der Zellzugkraftmikroskopie notwendig, denn die
theoretischen Grundlagen letzterer fußen auf dieser Prämisse. 55
Die mechanischen Eigenschaften von Polymermatrices werden durch die Merkmale des
Netzwerks, wie dessen Vernetzung und die Stabilität und Flexibilität der Konstituenten, fest-
gelegt. Während, wie im vorigen Abschnitt bereits erwähnt, fibrilläre Matrices aus Biopolyme-
ren eine hohe Steifigkeit der Verbindungen zwischen den Knotenpunkten aufweisen und damit
in der Theorie als Netzwerke aus (semi-)flexiblen Polymeren behandelt werden, bestehen die
Ketten synthetischer Polymermatrices aus frei beweglichen Molekülen mit geringem Durch-
messer, die zwischen zwei Knotenpunkten verknäult sind. Die Verknäulung der Polymere be-
wirkt, dass bei Scherung des Netzwerks die Verbindungsmoleküle zwischen Knotenpunkten
gestreckt werden und sich so die Elastizität aus der Abnahme der Entropie der Polymerket-
ten erklären lässt. 154 Das Verhalten unter Dehnung ist somit linear-elastisch und die Steifigkeit
des Netzwerks unabhängig von der Dehnung. In Netzwerken aus semiflexiblen Polymeren, wie
die fibrillären Netzwerke aus Biopolymeren, sind die Verbindungen zwischen Knotenpunkten
nur wenig flexibel und entropische Effekte kommen nur bei geringer Scherung des Netzwerks
zum Tragen. Bei zunehmender Dehnung werden Fibrillen verbogen oder überstreckt, und die
Zunahme der Energie führt zur nichtlinear-elastischen Verformung des Netzwerks und einer
Zunahme der Steifigkeit. 146,149,150
Neben der Elastizität der Verbindungen zwischen den Knotenpunkten des Polymernetzwerks
bestimmt auch die Dichte der Vernetzung das elastische Verhalten unter Verformung. Mit der
Anzahl an Knotenpunkten steigt auch der Schermodul G des Netzwerks. Folgender vereinfach-
ter Zusammenhang wurde für den Schermodul gequollener Polymerhydrogele aus der Theorie
der Netzwerkelastizität hergeleitet: 144,155
G = φ0
b3N
kBT = 1
ξ3
kBT (2.4)
Darin bezeichnet ξ3 = b3N /φ0 das Volumen eines Netzwerkstrangs zwischen Knotenpunkten
und ξ kann folglich als Maschenweite interpretiert werden. N ist die Anzahl an Monomeren
mit der Kuhn-Länge b zwischen Knotenpunkten (Längenmaß für einen der N festen Abschnit-
te auf der Polymerkette) und hängt vom Verhältnis zwischen Monomer und Vernetzer ab. Der
Volumenanteil φ0 des Feststoffes im Hydrogel wächst proportional mit Monomer- und Vernet-
zerkonzentration. Mit höherem Feststoffanteil im Hydrogel steigt somit der Schermodul an.
Letztendlich haben diese Abhängigkeiten zur Folge, dass der Schermodul nur sehr wenig von
der Monomerkonzentration abhängt, aber eine starke Abhängigkeit von der Konzentration des
Vernetzers zeigt. 144 Der Schermodul steigt mit Abnahme der Maschenweite und damit Zunah-
me der Vernetzung an.
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Auch die Art der Vernetzung fließt in die mechanischen Eigenschaften von Polymermatri-
ces ein. Vernetzungen können chemischen oder physikalischen Charakter haben. 156 Chemi-
sche Vernetzungen entstehen während der Polymerisationsreaktion und resultieren in der ko-
valenten Verknüpfung von Polymerketten. Die physikalische Vernetzung bezeichnet die Ent-
stehung von hydrophoben, elektrostatischen oder Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen
Abschnitten auf den Polymerketten. 157 Ein Anstieg der Temperatur kann folglich zum Lösen
dieser Bindungen führen. Transiente Bindungen sind auch die Ursache für viskoses Verhal-
ten von Hydrogelen unter Scherkräften. Für Alginatgele, zum Beispiel, wurde in Studien ein
Vergleich zwischen ionischer beziehungsweise kovalenter Vernetzung gezogen. Im ersten Fall
kommt es zu einer viskosen Verformung des Gels und einer Relaxation von Stress durch die
Lösung elektrostatischer Wechselwirkungen unter Krafteinfluss, während die Gele im zweiten
Fall ein elastisches Verhalten unter Verformung zeigen. 79,143,158
Polyacrylamidhydrogele sind Polymernetzwerke, die wegen ihrer chemischen Vernetzung
in den üblichen Zusammensetzungen ein ideal-elastisches Verhalten unter Scherkräften zei-
gen. Bei der Herstellung von Polyacrylamidhydrogelen wird der Elastizitätsmodul (Schermo-
dul) durch die Konzentration an Vernetzer Methylenbisacrylamid (und die Konzentration an
Monomer Acrylamid) eingestellt. 76,144 Für Zellkulturexperimente werden meist Polyacrylamid-
hydrogele mit einem E-Modul von 0,1kPa bis 50kPa verwendet (siehe Tabelle 2.1 im
Abschnitt 2.2.2), was der Variationsbreite des E-Moduls weichen, menschlichen Gewebes ent-
spricht. 4,6 Die Formel 2.4 auf Seite 29 wird später in der Arbeit genutzt um die Maschenweite
von Polyacrylamidhydrogelen in verschiedenen Zusammensetzungen abzuschätzen.
Polyacrylamidhydrogele werden sehr häufig in Versuchen zur Mechanotransduktion einge-
setzt, vor allem da sie sich reproduzierbar mit definiertem E-Modul herstellen lassen. Auf-
grund ihrer chemischen Struktur binden Polyacrylamidhydrogelen sehr stark Wasser und das
verhindert die Adsorption von Proteinen. 4,157 Somit sind die Polyacrylamidhydrogele ohne
zusätzliche Modifizierung nicht geeignet, um die Zelladhäsion zu fördern. Im folgenden Un-
terabschnitt soll nach der Erläuterung grundsätzlicher Prinzipien der Protein-Grenzflächen-
Wechselwirkung die Funktionalisierung von Polyacrylamidhydrogelen mit Adhäsionsliganden
erläutert werden.
2.3.3 Die Bindung von Adhäsionsliganden an Zellkulturträger
Viele Zellkulturträger bestehen aus synthetischen Materialien und sind so nicht ohne Weiteres
für die Zelladhäsion geeignet. Das lässt sich einfach an Implantaten veranschaulichen, bei de-
nen die Funktionalität maßgeblich durch die schnelle Integration des Implantats in den Körper
gesteuert wird. Aus der Besiedlung der Implantatoberfläche mit Körperzellen lässt sich ablesen,
ob das Implantat vom Körper angenommen oder durch eine Abkapselungsreaktion abgesto-
30
2.3 Zellkulturträger
ßen wird. Im menschlichen Körper sind eine Vielzahl an Adhäsionsliganden durch schwache
Wechselwirkungen in der EZM gebunden, oder können bei Bedarf von den Zellen neu syn-
thetisiert sowie löslich (z. B. im Blut) im Blut transportiert werden. So wird ein körperfremdes
Material innerhalb kürzester Zeit durch adsorbierende Proteine belegt, falls es nicht schon mit
einer Ausstattung an adhäsiven Proteinen in den Körper eingebracht wurde. Nach der Absorp-
tion geeigneter Proteine können Zellen die Materialoberfläche besiedeln und neues Gewebe
um das Implantat bilden. Damit wird das Implantat im umliegenden Gewebe verankert und
kann seine Funktion als Ersatz für krankes Gewebe erfüllen.
Damit Proteine an Materialgrenzflächen adsorbieren können, müssen adhäsive Kräfte zwi-
schen beiden wirken. Dafür infrage kommen kovalente, hydrophobe, elektrostatische und Van-
der-Waals-Wechselwirkungen. 159 Die Art der Wechselwirkung beeinflusst nicht nur wie stark
das Protein an der Grenzfläche adsorbieren kann, sondern auch die Konformation in der es
gebunden ist. 112,160–163 Proteine bestehen aus einem hydrophoben Kern und einem Rückgrat
an polaren Gruppen, die ins umgebende (wässrige) Lösungsmittel zeigen. Proteine können an
hydrophobe Grenzflächen anbinden, wenn das Protein seine Konformation ändert und den hy-
drophoben Kern in Richtung der Materialgrenzfläche exponiert. Diese Wechselwirkung ist oft
sehr stark, weshalb das Protein nahezu irreversibel gebunden ist. Durch die Konformations-
änderungen kann es zudem zum Funktionsverlust des Proteins kommen. Hydrophile Ober-
flächen können zum Beispiel durch polare Gruppen wie −NH2 oder −COOH elektrostatische
Wechselwirkungen zu funktionellen Gruppen der Aminosäuren des Proteinrückgrates entwi-
ckeln. Diese elektrostatischen Wechselwirkungen können eine Adsorption von (geladenen) Pro-
teinen hervorrufen, allerdings werden sie in stark ionischen Lösungsmitteln gut abgeschirmt.
Van-der-Waals-Wechselwirkungen sind sehr schwach und reichen daher nur selten allein aus,
um die Adsorption von Proteinen zu vermitteln. Kovalente Bindungen hingegen bewirken eine
nahezu irreversible Fixierung von Proteinen an Oberflächen.
Die kovalente Anbindung von Adhäsionsliganden an Zellkulturträger ist sehr oft Mittel der
Wahl in Mechanotransduktionsversuchen, da sie eine komplette Übertragung von Zellzugkräf-
ten auf das weiche elastische Substrat gewährleistet. Kovalente Bindungen können zum Bei-
spiel über N-Hydroxysuccinimid-Ester (NHS) wie den Photovernetzer N-Sulfosuccinimidyl-6-
(4’-azido-2’-nitrophenylamino)hexanoat (Sulfo-SANPAH) oder 1-Ethyl-3-(3-dimethyl-amino-
propyl)carbodiimid (EDC) hergestellt werden. Kovalente Bindungen spielen in vivo nur eine
untergeordnete Rolle, sind aber gut geeignet um den Zellen eine feste Adhäsion an Zellkul-
turträger zu vermitteln. Die adsorptive Anbindung von Adhäsionliganden an Zellkulturträger
kommt der in vivo-Situation näher – zumal es der Zelle ermöglicht die Liganden neu zu or-
ganisieren, wie sie auch in vivo die EZM ihrer Umgebung gestaltet. In jedem Fall ist die Prä-
paration von Materialgrenzflächen mit Proteinen im Vorfeld von Zellversuchen nur ein vor-
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übergehender Zustand, denn durch die Sezernierung weiterer Matrixproteine durch die Zellen,
beziehungsweise durch die Verdrängung schlecht gebundener Proteine durch andere, lösliche
Proteine, verändert sich die Proteinschicht an Materialgrenzflächen. Für Zellversuche werden
natürliche Adhäsionsliganden wie Kollagen, Fibronektin und Laminin, oder künstlich herge-
stellte Peptide mit der RGD-Sequenz für die Bindung von Zellen verwendet.
In der Praxis wird eine Vielzahl an Materialien mit unterschiedlichen Oberflächenbeschaf-
fenheiten eingesetzt, die verschiedene Immobilisierungsstrategien erfordern. Als Material für
Implantate wird oft Titan verwendet, da bei diesem Material eine Abstoßungsreaktion des Kör-
pers ausbleibt. Deshalb ist die Funktionalisierung von Titandioxid-Oberflächen mit Adhäsi-
onsliganden Gegenstand der Forschung, um bei diesem Material eine Besiedlung durch Kör-
perzellen zu erleichtern. In der zellbiologischen Forschung wird für die Kultur von Zellen rou-
tinemäßig harter Zellkulturkunststoff verwendet. Da das Material stark hydrophob ist, wird es
durch eine Oberflächenbehandlung hydrophilisiert um die Adhäsion von Zellen zu erleichtern.
Als hartes Material ebenso für die Zellkultur geeignet ist Glas. Es ist unmodifiziert eher hydro-
phil, aber durch chemische Modifizierung kann es hydrophober gestaltet werden. Weiterhin
ist es möglich, Glas durch Polymerbeschichtungen mit funktionellen Gruppen aller Art zu be-
legen, um so die Hydrophobizität und Polarität zu variieren. Außer den genannten, gibt es auch
noch viele weitere harte Materialien, die eine individuelle Oberflächencharakteristik und eine
daraus resultierende Wechselwirkungsstärke mit Proteinen aufweisen.
Im vorigen Unterabschnitt 2.3.2 wurde bereits auf weiche Materialien eingegangen und be-
tont, dass die mechanischen Eigenschaften des Zellkulturträgers die Zelladhäsion beeinflus-
sen. Die Grenzfläche synthetischer Polymermatrices zu adhärenten Zellen muss ebenfalls funk-
tionalisiert werden, da den Zellrezeptoren per se keine Bindungsstellen bereitstehen. An Poly-
dimethylsiloxan können Proteine durch hydrophobe Wechselwirkungen zur Grenzfläche an-
binden und so die Adhäsion von Zellen ermöglichen. Durch die Modifizierung von Polyethyl-
englykolgelen mit Hyaluronsäure (oder anderen Glykosaminoglykanen) kann die Bindung von
Wasser, die Anzahl an Bindungsstellen für Botenstoffe oder Dichte an Adhäsionsliganden im
Netzwerk gesteuert werden. Alginatgele bestehen aus Polysaccharidketten, die ebenfalls mit
RGD-Peptiden modifiziert werden müssen um die Bindung von Zellen zu ermöglichen.
An stark wasserbindenden Hydrogelen, wie zum Beispiel Polyacrylamid, können Proteine
nicht adsorptiv angebunden werden, da das Wasser nicht von der Grenzfläche verdrängt wer-
den kann. Natürliche Adhäsionsliganden werden in Hydrogelen jedoch über Vernetzer an das
Polymernetzwerk gekoppelt, oder eine Polymerdünnschicht wird auf das Hydrogel aufgetragen
um die Aufbringung von Liganden zu ermöglichen. Die funktionellen Gruppen der Polymer-
beschichtung können die Proteinadsorption verbessern, wenn anziehende Wechselwirkungen
zwischen Proteinen und Grenzfläche, wie hydrophobe oder elektrostatische Wechselwirkun-
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gen, verstärkt werden. Vorteile entstehen zusätzlich gegenüber der direkten Anbindung der Li-
ganden auf dem Hydrogel, da sich bei Einstellen von dessen viskoelastischen Eigenschaften
auch die Porengröße ändert und damit die Flexibilität von direkt gebundenen Liganden verän-
dert wird. 93 Die in dieser Arbeit verwendeten Polyacrylamidhydrogele hatten Maschenweiten
zwischen 10nm und 20nm (abgeschätzt mit Formel 2.4 im letzten Unterabschnitt 2.3.2) und
eine mehrfachen Bindung von langen Adhäsionsliganden (zum Beispiel Fibronektin mit einer
Länge von 160 nm) am Netzwerk wäre demnach möglich. Durch Aufbringung einer Polymer-
schicht wird der Einfluss der Porengröße auf die Adhäsion von Liganden maskiert, da deren
Bindung nun von den Eigenschaften der Polymerschicht bestimmt werden. Für Mechanotrans-
duktionsversuche muss sichergestellt werden, dass die dünne Polymerschicht die viskoelasti-
schen Eigenschaften des Hydrogels nicht verändert. Weiterhin gilt es zu berücksichtigen, dass
die Dehnung langer Vernetzungsmoleküle beziehungsweise Liganden zur Viskoelastizität des
Substrats beiträgt.
Ein Ziel dieser Arbeit war es die Zelladhäsion nicht nur in Abhängigkeit von der Viskoelas-
tizität des Substrats zu untersuchen, sondern auch den Einfluss der Ligandenaffinität der Ma-
terialgrenzfläche aufzuklären. Dafür wurden Maleinsäureanhydridcopolymere verwendet, die
sowohl auf Glas als auch auf vakuumgetrocknete Polyacrylamidhydrogele aufgetragen wur-
den (siehe Abbildung 3.2 auf Seite 48 im nächsten Kapitel). Im letzteren Fall kann der Elastizi-
tätsmodul des Polyacrylamidhydrogels unabhängig von der Hydrophobizität der Beschichtung
eingestellt werden und so unabhängig der Einfluss von Steifigkeit und Ligandenaffinität auf das
Zellverhalten untersucht werden. 45 Das Copolymer besteht aus einem Maleinsäureanhydrid,
das alternierend mit einem Kohlenwasserstoffrest die Polymerkette bilden. Die sekundären
Amide des Polyacrylamids reagieren vereinzelt spontan mit dem Anhydrid der Maleinsäure zu
einer kovalenten Bindung, sodass die Polymerbeschichtung fest auf dem Hydrogel gebunden
ist. Ein indirekter Nachweis der Bindung durch Proteinadsorption ist Teil dieser Arbeit. In wäss-
riger Umgebung (Puffer und Zellkulturmedium) hydrolysieren die nicht reagierten Maleinsäu-
reanhydride zu Säuregruppen. 164 Diese bilden den polaren Anteil des Maleinsäurecopolymers.
Als Copolymer kommen verschiedene Varianten infrage. Je nach Größe dieses unpolaren An-
teils verändern sich die Benetzungseigenschaften des Polymers und damit dessen Liganden-
affinität. In dieser Arbeit wurden Poly(ethylen-alt-maleinsäureanhydrid) und Poly(styren-alt-
maleinsäureanhydrid) verwendet. Der Styrenring steigert die Hydrophobizität der Grenzfläche
im Vergleich zu der Ethylgruppe und Proteine werden mittels hydrophober Wechselwirkun-
gen stärker gebunden. 165–167 Eine Messung der Adhäsionsenergien durch weiche, Fibronektin-
beschichtete Hydrogelsonden (soft colloidal probes) bestätigte die zunehmende Affinität der
Copolymere für Fibronektin mit zunehmender Hydrophobizität. 168
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In diesem Kapitel werden die verwendeten Methoden erläutert. Der erste Abschnitt 3.1 be-
schreibt die Methoden zur Präparation von Zellkulturträgern und der darauffolgende
Abschnitt 3.2 die angewandten Techniken für deren Charakterisierung. Im dritten Abschnitt 3.3
werden präparative Verfahren zur Gewinnung des natürlichen Adhäsionsliganden Fibronektin
und humaner Endothelzellen aus der Nabelschnurvene sowie die Kultivierung der Zellen er-
läutert. Anschließend folgt Abschnitt 3.4 zur Durchführung der Zellzugkraftmikroskopie, der
wichtigsten Methode dieser Arbeit. Im letzten Abschnitt 3.5 werden weitere biochemische Me-
thoden erläutert, die der Untersuchung von Signalproteinen dienten.
3.1 Herstellung der Zellkulturträger
Die Durchführung von Zellexperimenten setzt die Herstellung geeigneter Zellkulturträger vor-
aus. Einerseits wurden Glasträger mit Polymerdünnschichten (siehe Abschnitt 3.1.2) aus
Maleinsäureanhydridcopolymeren (MSA-Copolymer) funktionalisiert, die durch ihre Unter-
schiede in der Hydrophobizität auch Unterschiede in der Affinität und damit Bindungsstär-
ke von adsorbierten Liganden aufwiesen (siehe letzer Abschnitt 2.3.3). Die gleichen Polymere
wurden weiterhin als adhäsive Schicht auf Polyacrylamidhydrogele (PAA-Hydrogele, siehe Un-
terabschnitt 3.1.3 und Abbildung 3.1) aufgebracht, um Zellzugkraftmessungen und Untersu-
chungen der fokalen Adhäsionsstellen in Abhängigkeit von Elastizitätsmodul und Liganden-
affinität durchführen zu können. Für alle Präparationen und Versuche wurde Reinstwasser
(R = 18,2MΩ · cm−1) aus einem Wasseraufbereitungssystem von Merck Millipore verwendet
(Milli-Q; Merck, Darmstadt, Deutschland).
3.1.1 Reinigung von Glasdeckgläschen zur nachfolgenden
Funktionalisierung
Vor weiterer Funktionalisierung wurden die Glasträger gereinigt. Dafür wurden die Deckgläs-
chen (DG; Stärke No. 1,5, VWR International, Darmstadt, Deutschland) zuerst 30min mit Was-
ser im Ultraschallbad gereinigt und anschließend zweimal mit Wasser gespült. Im Anschluss
wurden die DG 30min in 99 %igem, vergälltem Ethanol (Brüggemann Alcohol, Wittenberg,
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Polyacrylamidhydrogel
Maleinsäurecopolymer
Adsorbiertes Fibronektin
Elastizitätsmodul
weich hart
Vernetzungsdichte und Feststoffgehalt
bestimmen den Elastizitätsmodul des
Polyacrylamidhydrogels
Bereich 1 kPa· · ·10 kPa
Ligandenaffinität
gering hoch
Polarität des Maleinsäurecopolymers
bestimmt Mobilität des Fibronektins
PSMA - hydrophob - hohe Affinität
PEMA - hydrophil - geringe Affinität
Abbildung 3.1
Versuchsaufbau. Zur Untersuchung der Zelladhäsion in Abhängigkeit der Mobilität von Liganden und
Steifigkeit des Substrats wird ein System aus einem Polyacrylamidhydrogel (PAA-Hydrogele) mit defi-
niertem Elastizitätsmodul und einer darauf aufgebrachten Schicht aus Maleinsäureanhydridcopolyme-
ren (MSA-Copolymer) mit definierter Ligandenaffinität hergestellt. Die Zelladhäsion wird durch adsorp-
tiv gebundenes Fibronektin vermittelt.
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Tabelle 3.1
Zusammensetzung der Spincoating-Lösungen der Maleinsäureanhydrid-Copolymere und deren Lö-
sungsmittel. Tetrahydrofuran wurde von Grüssing (Filsum, Deutschland) bezogen und Aceton p.a. von
Brenntag (Glauchau, Deutschland).
MSA-Copolymer Molare Masse in gmol Gew.-% Lösungsmittel
Poly(ethylen-alt-maleinsäureanhydrid) 150000 0,30 % Tetrahydrofuran p.a./Aceton p.a. (1:2)
Poly(styren-alt-maleinsäureanhydrid) 30000 0,14 % Tetrahydrofuran p.a.
Deutschland) im Ultraschallbad belassen, bevor sie weitere zweimal mit Wasser gespült wur-
den. Bei der anschließenden chemischen RCA-Reinigung wurden die DG in eine 5:1:1 Mischung
aus Wasser, 25 %iger Ammoniaklösung (Grüssing, Filsum, Deutschland) und 35 %igem Was-
serstoffperoxid (Merck, Darmstadt, Deutschland) bei 60 °C bis 70 °C gebracht und darin 10min
belassen. Im letzten Reinigungsschritt wurden die DG weitere zweimal mit Wasser gewaschen
und mittels Stickstoff getrocknet.
3.1.2 Polymerdünnschichten aus MSA-Copolymeren
Zur Funktionalisierung der DG mit einer Dünnschicht aus MSA-Copolymeren wurden Amino-
gruppen mittels Silanisierung an das Glas gebunden. Dafür wurden die gereinigten DG (Unter-
abschnitt 3.1.1) in eine 9:1 Mischung aus Isopropanol p.a. (Brenntag, Glauchau, Deutschland)
und Wasser mit 20mM 3-Aminopropyl-triethoxysilan (Alfa Aeser, Ward Hill, USA) gebracht und
darin 2h belassen. Nach zweimaligem Spülen in Isopropanol p.a. und Trocknen mit Stickstoff
wurden die DG 1h bei 120 °C in einem Trockenschrank (Heraeus, Thermo Scientific, Braun-
schweig, Deutschland) getrocknet. Die Copolymerschicht wurde mittels Spincoating (Spin 150,
SPS Europe B.V., TS Putten, Niederlande) für 20s (4000rpm und 1500rpm/s) aufgebracht. Die
dafür verwendeten Polymerlösungen sind in Tabelle 3.1 aufgeführt. Die Polymerlösungen wur-
den mit einem Filter aus Polytetrafluorethylen (0,2µm; VWR International, Darmstadt, Deutsch-
land) gereinigt. Im Anschluss an das Spincoating wurden die DG mit der Polymerschicht 2h in
einem Trockenschrank (Heraeus, Thermo Scientific) bei 120 °C getempert. Zuletzt wurde über-
schüssiges, nichtgebundenes Polymer durch 15-minütiges Waschen und zweimaliges Spülen
in Aceton p.a. (Brenntag, Glauchau, Deutschland) gelöst. Bis zur Verwendung wurden die DG
bei Raumtemperatur in einer mit Parafilm versiegelten Petrischale im Dunkeln gelagert. Durch
Benetzung mit wässriger Lösung (Puffer) wurden die Anhydride hydrolysiert und in die Säu-
reform überführt. Zweistündiges Tempern der DG bei 120 °C lässt wieder die Anhydridform
entstehen.
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3.1.3 PAA-Hydrogele mit MSA-Copolymerbeschichtung
Für die Herstellung von PAA-Hydrogelen wurden die entsprechend Unterabschnitt 3.1.1 gerei-
nigten DG mit Acrylsilangruppen modifiziert. Dafür wurden die DG in eine Mischung aus ab-
solutem Ethanol p.a. (Brüggemann Alcohol, Wittenberg, Deutschland) mit Wasser nach Zuga-
be von 20mM (3-Acryloxypropyl)-trimethoxysilan (Alfa Aeser, Ward Hill, USA) gebracht. Nach
zwei Stunden wurden die DG zweimal mit 99 %igem, vergälltem Ethanol gespült, mit Stickstoff
getrocknet und 1h im Trockenschrank bei 120 °C getrocknet.
Nun konnte das PAA-Hydrogel kovalent an die Acrylgruppen gebunden werden. Dafür wur-
de eine Polymerisationslösung angesetzt. Die verwendeten Stammlösungen der Komponenten
sind in Tabelle 3.2 aufgeführt und die Zusammensetzung der Polymerisationslösungen findet
sich in Tabelle 3.3. Das Monomer Acrylamid und der Vernetzer Methylenbisacrylamid wur-
den in veränderlichen Verhältnissen eingesetzt um die Hydrogelsteifigkeit zu variieren. Für
die Zellzugkraftmikroskopie (Abschnitt 3.4) wurden zusätzlich fluoreszierende Polystyrenku-
geln (Molecular Probes, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) mit 500nm Durchmesser
eingebracht. Zuletzt wurden der Katalysator Tetramethylethylendiamin (TEMED) und der Ini-
tiator der Polymerisationsreaktion, Ammoniumperoxodisulfat (APS), hinzugegeben. Daraufhin
wurde die Lösung in einem bestimmten Volumen, abhängig von der gewünschten Hydrogeldi-
cke und der Größe der DG, auf ein DG mit hydrophober Funktionalisierung (Sigmacote, Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) pipettiert und das DG mit der Acrylsilan-Modifizierung daraufgelegt.
Die Polymerisationsreaktion war nach etwa 20min abgeschlossen und die DG wurden darauf-
hin in Wasser eingelegt und das hydrophobe DG wurde vorsichtig abgelöst. Die DG mit den
PAA-Hydrogelen wurden 30min zum Quellen und Herauslösen nicht polymerisierter Reste in
Wasser belassen. Die erzielte Hydrogeldicke variierte für verschiedene Anwendungen zwischen
50µm und 100µm. Das war ausreichend dick, sodass die Zellen keinen Einfluss durch das un-
terliegende, steife Glassubstrat erfuhren. 169
Für die weitere Beschichtung mit den verwendeten MSA-Copolymeren wurden die PAA-Hydrogele
etwa 45min im Vakuumtrockenschrank (Memmert, Schwabach, Deutschland) bei Raumtem-
peratur und 2mbar Druck getrocknet. Im Anschluss wurde die Copolymerlösung wie in Tabel-
le 3.1 angegeben auf die DG pipettiert und gespincoatet (siehe auch 3.1.2). Für Experimente
am Folgetag wurden die Deckgläschen entweder an einem größeren Probenträger fixiert oder
in eine Wellplatte überführt, dreimal mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS, ohne zweiwer-
tige Kationen; Biochrom, Berlin, Deutschland) gespült und im Kühlschrank gelagert. Andern-
falls wurden die polymerbeschichteten Hydrogele trocken in Petrischalen bis zur Verwendung
(maximal 3 Tage) im Kühlschrank belassen.
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Tabelle 3.2
Stammlösungen von Komponenten der PAA-Hydrogele. Mit den Lösungen wurden die Polymerisati-
onslösungen in Tablle 3.3 angesetzt.
Komponente Konzentration Hersteller
Acrylamid 30 % Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Methylenbisacrylamid 2 % Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
TEMED (frisch angesetzt in H2O) 1,2 Gew.-% (8µl in 492µl) AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
APS (frisch angesetzt in H2O) 4 Gew.-% (20µg in 380ml) Merck (Darmstadt, Deutschland)
Tabelle 3.3
Pipettierschema der Polymerisationslösung für PAA-Hydrogele mit unterschiedlichem Elastizitäts-
modul. Die Angaben beziehen sich auf die jeweiligen Stammlösungen der Komponenten (siehe Tabel-
le 3.2). Die Bezeichnung der PAA-Hydrogele dient allein der Unterscheidung und lässt keine quantitati-
ven Urteile zur Steifigkeit zu. Für die Fluoreszenzkugeln und das Wasser bezieht sich die erste Zahl auf
PAA-Hydrogele ohne und die zweite Angabe auf PAA-Hydrogele mit Fluoreszenzkugeln. Alle Zahlen sind
in µl angegeben.
Komponenten Sehr weiches Hydrogel Weiches Hydrogel Mittelhartes Hydrogel Hartes Hydrogel
Acrylamid 53 (4,0 Gew.-%) 60 (4,5 Gew.-%) 60 (4,5 Gew.-%) 60 (4,5 Gew.-%)
Methylenbisacrylamid 10 (0,05 Gew.-%) 10 (0,05 Gew.-%) 20 (0,01 Gew.-%) 60 (0,30 Gew.-%)
Wasser 313/293 306/286 296/276 256/236
Fluoreszenzkugeln 0/20 0/20 0/20 0/20
TEMED 20 20 20 20
APS 4 4 4 4
3.2 Charakterisierung der Zellkulturträger
Vor der Nutzung von Zellkulturträgern für Zellexperimente wurden deren Eigenschaften be-
stimmt. Zum einen musste für die Zellzugkraftmikroskopie der Elastizitätsmodul der PAA-Hy-
drogele bestimmt werden. Zum anderen soll nachgewiesen werden, dass die MSA-Copolymer-
beschichtung auf den PAA-Hydrogelen fest gebunden ist.
3.2.1 Messung der Hydrogelelastizitätsmoduln mittels Kraftspektroskopie
Die Bestimmung der Elastizitätsmoduln von PAA-Hydrogelen aus Unterabschnitt 3.1.3 erfolg-
te durch Kraftspektroskopie mit einem Rasterkraftmikroskop (SFM; Nanowizard3, JPK Instru-
ments, Berlin, Deutschland). Dafür wurden die Deckgläschen (Durchmesser 13mm) mit den
PAA-Hydrogelen in den Deckel einer Polystyrenpetrischale mit einem Zweikomponentenkle-
ber (Reprorubber Thin Pour, Flexbar Machine Corporation, New York, USA) fixiert und nach
Aushärten des Klebers (20min) mit PBS überschichtet. Die PAA-Hydrogele wurden etwa 30min
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quellen gelassen und im Anschluss wurde der Probenkopf des SFMs mit dem Cantilever in die
Lösung eingetaucht. Es wurden Silizium-Nitrid-Cantilever (MLCT, Bruker AFM Probes, Cama-
rillo, USA) verwendet. An einem Chip sind 6 Cantilever, die sich hinsichtlich ihrer Form und
Kraftkonstante unterscheiden. Für die Messung der PAA-Hydrogele wurden mehrere Cantile-
ver ausgetestet, wobei festgestellt wurde, dass die Wahl des Cantilevers (und damit die Kraft-
konstanten im Bereich [10−700]mN/m) keinen Einfluss auf den gemessenen Elastizitätsmo-
dul hatte. Durch den Bereich der verfügbaren Kraftkonstanten der Cantilever konnte sicherge-
stellt werden, dass das gesamte Intervall der untersuchten Elastizitätsmoduln der PAA-Hydro-
gele ([0,5−25]kPa) sinnvoll gemessen werden konnte.
Zuerst wurde die Sensitivität des Cantilevers bestimmt, indem auf einem harten Glasträ-
ger oder dem Boden des Petrischalendeckels eine Auslenkungs-Abstands-Kurve aufgenommen
wurde. Der lineare Zusammenhang wurde mit einer Geraden genähert. Anschließend wurde in
ausreichendem Abstand zum Boden mittels Messung des thermischen Rauschens die Feder-
konstante des Cantilevers bestimmt. Das ermöglicht die Auslenkung des Cantilevers mit der
wirkenden Kraft in Zusammenhang zu bringen und demzufolge Kraft-Abstands-Kurven aufzu-
nehmen. Für die Bestimmung der Kraftkonstante wurde das zweite Maximum des Frequenz-
spektrums mit einem Korrekturfaktor von 0,817 verwendet.
Da die Streubreite der Elastizitätsmoduln zwischen verschiedenen Versuchstagen, PAA-Hy-
drogelen eines Ansatzes und auch örtlich innerhalb eines PAA-Hydrogels sehr hoch ist, wurden
PAA-Hydrogele von verschiedenen Versuchstagen aufgenommen. Die resultierenden Kraft-
Abstands-Kurven beim Eindrücken des PAA-Hydrogels wurden mit dem Hertz-Modell genä-
hert. Dabei wurde für die Probenspitze die Form einer gleichseitigen Pyramide mit einem Öff-
nungswinkel von 17,5° angenommen, woraus sich eine ähnliche Kontaktfläche der Spitze er-
gibt, wie für die tatsächliche, leicht asymmetrische Geometrie der Spitze. Für das PAA-Hydrogel
wurde eine Poissonzahl von ν = 0,48 angesetzt. 55,170 Die Anpassung der Kurven wurde in der
Software des Herstellers des Rasterkraftmikroskops vorgenommen (Data Processing, JPK In-
struments, Berlin, Deutschland).
3.2.2 Untersuchung der Adsorption des Adhäsionsliganden Fibronektin
auf beschichteten PAA-Hydrogelen
Die MSA-Copolymerbeschichtung auf den PAA-Hydrogelen wurde indirekt durch die Adsorp-
tion von Fibronektin nachgewiesen. Dafür wurde das aus humanen Blutplasma gewonnene
Fibronektin (siehe Unterabschnitt 3.3.3) mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und mittels
Laserrastermikroskopie detektiert. Die Fluoreszenzmarkierung erfolgte über die Bindung von
5,6-Carboxytetramethylrhodamin-Succinimidylester (TAMRA; Biotium, Hayward, USA) an Ami-
ne des Proteins. Dafür wurde Fibronektin in der Konzentration verwendet, in der es nach der
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Gewinnung vorlag (bis zu 1mg ·ml−1 in 50mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris; Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland), 100mM Natriumchlorid (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)
und 0,02 % Natriumazid (AppliChem) bei pH = 7,5). Hiervon wurden 2 ml mit 0,2ml 1M Na-
triumhydrogencarbonat (NaHCO3; VWR International, Darmstadt, Deutschland) versetzt. Der
Fluorezenzfarbstoff wurde zu 0,1mg je 10µl Dimethylsulfoxid (DMSO; Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) Lösungsmittel gelöst. Die Fibronektinlösung wurde mit einem Teil der Farbstoff-
lösung versetzt. Die Menge beruht auf Erfahrungswerten und vorherigen Versuchen. Die Lö-
sung wurde anschließend eine Stunde bei Raumtemperatur lichtgeschützt geschwenkt. Da-
nach wurde die Lösung auf eine Gelfiltrationssäule (PD 10, Sephadex; GE Healthcare, Chal-
font St. Giles, Großbritannien) gegeben, die zuvor mit 25ml eines Elutionspuffer aus 15mM
Glycin (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 1mM Natriumchlorid und 0,02 % Natriumazid bei
pH = 7,4 äquilibriert wurde. Nach Zugabe der Fibronektin-Farbstofflösung wurden etwa 13
Fraktionen zu etwa 500µl gesammelt. Mit einem Absorptionsspektrometer (BioSpectrometer
basic, Eppendorf, Hamburg) wurde die Absorption der Fraktionen bei 280nm (A280) und 555nm
(A555) gemessen. Verwendet wurden jene Fraktionen, die Protein und Farbstoff enthielten und
vor dem ersten Minimum von A555 die Säule verließen. Zuletzt wurde die Konzentration
cFN = A280−0,3 · A555
εFN
·MFN (3.1)
und die mittlere Anzahl an Farbstoffmolekühlen je Fibronektinmolekül (Labelgrad; LG)
LG = A555
65000 · cFN
·MFN (3.2)
der gepoolten Fraktionen bestimmt. Darin bezeichnet εFN = 563,2ml·(mmol·cm)−1 den Extink-
tionskoeffizienten und MFN = 440mg ·mmol−1 die molare Masse von Fibronektin. Die Fibro-
nektinösung wurde lichtgeschützt im Kühlschrank bis zur Verwendung gelagert.
PAA-Hydrogele mit einer MSA-Copolymerbeschichtung wurden auf Deckgläschen mit
13mm Durchmesser wie in Unterabschnitt 3.1.3 beschrieben durch Spincoating von 0,3 % Poly-
(ethylen-alt-maleinsäureanhydrid) (PEMA) aus THF/Aceton (2:1) hergestellt. Auf weitere PAA-
Hydrogele wurde zur Kontrolle entweder eine 0,3 %ige Lösung der Säureform des Copolymers
(PEMS) in Ethanol p.a. gespincoatet oder keine Beschichtung aufgebracht. Die DG wurden
in Wellplatten überführt, dreimal mit PBS gespült und über Nacht im Kühlschrank ausquel-
len gelassen. Danach wurden die Gele wiederum zweimal gespült und anschließend 50µg/ml
Lösung von fluoreszenzmarkierten Fibronektin in PBS eine Stunde im Brutschrank inkubiert.
Die Fibronektinlösung wurde wieder vorsichtig abgenommen und weitere zweimal vorsichtig
mit PBS gespült. Zuletzt wurden die Deckgläschen auf einem Glasträger in Mowiol (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) eingebettet und mit Eukitt (Kindler, Bobingen, Deutschland) fixiert.
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Die adsorbierten Fibronektinschichten wurden unter dem Laserrastermikroskop (LSM; LSM
700, Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland) untersucht und anschließend ausgewertet. Ver-
wendet wurde ein Plan-Apochromat Objektiv (40-fache Vergrößerung, Numerische Apertur
1,3) mit Ölimmersion. Die Fluoreszenz wurde bei 555nm angeregt und mit weit geöffnetem
Pinhole (Lochblende) für das detektierte Licht in x-y-Richtung ein Bild mit 160µm× 160µm
Ausdehnung aufgenommen. Die Aufnahmebedingungen wurden so gewählt, dass für die Probe
mit der größten Fluoreszenzintensität nur wenige Pixel überbelichtet waren. Je Deckgläschen
wurde an vier Stellen ein Bild aufgenommen. In jedem Bild wurde die Intensität aller Pixel mit
IMAGEJ (NIH, Bethesda, USA) gemittelt und auf das Bild mit der größten Intensität normiert.
3.3 Zellkultur
In diesem Abschnitt werden sowohl die Präparationstechniken zur Gewinnung von humanen
Endothelzellen aus der Nabelschnurvene als auch die Gewinnung von Fibronektin aus huma-
nem Blutplasma beschrieben. Beide Techniken wurden nach Bedarf durch Mitarbeiter der Ar-
beitsgruppe durchgeführt. Außerdem wird die routinemäßig durchgeführte Kultivierung von
Zellen vor und zwischen den Versuchen erläutert.
Für alle Zellversuche in dieser Arbeit wurden humane Endothelzellen aus der Nabelschnur-
vene (HUVEC) vewendet. Die Durchführung aller Zellkultur- und Isolierungsarbeiten erfolgte,
soweit nicht anders erwähnt, unter der Sterilwerkbank mit Reagenzien temperiert auf 37 °C. Die
Kultivierung der HUVECs erfolgte in einem Brutschrank bei 37 °C unter 5 % Kohlendioxid und
Wasserdampfsättigung in einem Endothelzellmedium (Basalmedium mit Supplement-Mix; Pro-
mocell, Heidelberg, Deutschland) mit 2 Vol.-% fötalem Kälberserum (FCS).
3.3.1 Gewinnung der Humanen Endothelzellen aus der Nabelschnurvene
Die Nabelschnüre wurden frisch vom Universitätsklinikum Leipzig bereitgestellt. Der Trans-
port und die Lagerung im Kühlschrank (maximal 24h) wurden in PBS mit 1 Vol.-% ZellShield
(Biochrom, Berlin, Deutschland) durchgeführt. Alle mehrfach verwendeten Gefäße wurden vor
der Isolierung autoklaviert.
Zuerst wurde die Nabelschnur aus der Lagerungslösung entnommen und außen mit sterilem
Verbandsmaterial abgetupft. Die Enden wurden mit einer Schere abgeschnitten. Danach wur-
de die Nabelschnurvene mit reichlich PBS mittels des Ansatzes eines Venenpunktionsbestecks
und einer Spritze durchgespült bis kein koaguliertes Blut mehr herauskam. Im Anschluss wur-
de 2 mg Kollagenase (Typ I CLS; Biochrom, Berlin, Deutschland) gelöst in PBS eingefüllt und
das untere Ende der Nabelschnur mit einer Klemme verschlossen. Es wurde solange Kollagena-
selösung nachgegeben, bis die Nabelschnurvene gefüllt war. Daraufhin wurde das obere Ende
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mit einer weiteren Klemme verschlossen und die Nabelschnur in einem Becherglas mit PBS im
Wasserbad für 25min inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Klemmen gelöst und die Kollagenaselösung in einem 50ml-
Zentrifugenröhrchen aufgefangen. Im Anschluss wurden bis zu 50ml 10 Vol.-% FCS (Biochrom,
Berlin, Deutschland) in PBS durch die Nabelschnur gespült und mit der Kollagenaselösung ver-
einigt. Daraufhin wurde die Lösung mit den Zellen für 10min bei 37 °C und 300g zentrifugiert
(Zentrifuge 2-16 PK, SIGMA Laborzentrifugen, Osterode, Deutschland). Der Überstand wur-
de abgenommen und das Zellpellet in Zellkulturmedium resuspendiert. In eine Fibronektin-
beschichtete Zellkulturflasche wurde Medium vorgelegt und die resuspendierten Zellen wur-
den darin ausgesät und im Brutschrank kultiviert. Nach einem Tag und daraufhin alle zwei bis
drei Tage wurde das Medium gewechselt, bis die Zellen zu 70 % konfluent gewachsen waren.
Dann wurden die Zellen, wie im nächsten Unterabschnitt 3.3.2 beschrieben, abgelöst und in
einer Zellzahl von 800000/ml in einer Lösung aus 70 % Zellkulturmedium, 20 % FCS und 10 %
Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma Aldrich, St. Louis, USA) eingefroren. Die Zellen wurden in ei-
nem Tank mit flüssigem Stickstoff (-196 °C) gelagert und bei Bedarf aufgetaut.
3.3.2 Passagieren und Aussaat der HUVECs
Die Zellen wurden in Zellkulturmedium inkubiert und jeden zweiten bis dritten Tag wurde das
Medium gewechselt. Die Zellen wurden in der zweiten bis fünften Passage für Experimente
verwendet. Das Passagieren der Zellen erfolgte bei etwa 80 %iger Konfluenz. Dafür wurden
die Zellen zweimal mit PBS gespült und danach 3min mit 0,25 % Trypsin/0,02 % Ethylendia-
mintetraessigsäure (EDTA; Sigma Aldrich, St. Louis, USA) abgelöst. Im Anschluss wurde die
Zellsuspension in 10ml 10 Vol.-%igem FCS in PBS aufgenommen und 5min bei 362 g zentrifu-
giert (Zentrifuge 2-16 PK, SIGMA Laborzentrifugen GmbH, Osterode, Deutschland). Der Über-
stand wurde abgenommen und das Zellpellet wurde in 1ml Zellkulturmedium resuspendiert.
Im Falle einer Fortsetzung der Zellkultur wurden die Zellen in geringer Dichte in eine weitere
Fibronektin-beschichtete Zellkulturflasche mit vorgelegtem Zellkulturmedium überführt oder
auf vorbereitete Probenträger (siehe nächster Unterabschnitt 3.3.4) ausgesät.
3.3.3 Gewinnung von Fibronektin aus humanen Blutplasma
Das Protokoll zur Gewinnung von Fibronektin aus humanen Blutplasma wurde im Rahmen
einer Bachelorarbeit in der Arbeitsgruppe etabliert. 171 Das Verfahren beruht auf Methoden,
die vormals publiziert wurden. 172,173 Humanes Citratplasma wurde von der Firma Haema in
Leipzig bezogen und bei -20 °C gelagert.
Etwa 280ml des Blutplasmas wurden über Nacht bei 4 °C aufgetaut und anschließend 0,1M
6-Aminocapronsäure (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) dazu gegeben. Für die Gelfiltrati-
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Tabelle 3.4
Puffer zur Gewinnung von Fibronektin aus humanem Blutplasma.
Bestandteile Konzentration Hersteller
TEC-Puffer pH= 7,5
Tris 50mM Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
6-Aminocapronsäure 50mM Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Natriumcitrat 20mM Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Natriumazid 0,02 Gew.-% AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Waschpuffer
Natriumchlorid 1M AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
in TEC-Puffer (siehe oben)
Elutionspuffer pH= 5,5
Natriumcitrat 20mM siehe oben
Natriumchlorid 100mM siehe oben
Natriumazid 0,02 Gew.-% siehe oben
Reinigungslösung
Harnstoff 6M Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)
in TEC-Puffer (siehe oben)
Dialysepuffer pH= 7,5
Tris 50mM siehe oben
Natriumchlorid 100mM siehe oben
Natriumazid 0,02 Gew.-% siehe oben
Boratpuffer pH= 9,0
Borsäure 100mM Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Natriumchlorid 1M siehe oben
on und Affinitätschromatografie wurden zwei verschiedene Säulen verwendet: eine 5,0cm×
70cm-Säule gefüllt mit Sepharose (CL-4B Cross-linked; Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) sowie ei-
ne 2,5cm× 20cm-Säule (beide: Econo-Column Chromatography Columns; Biorad, Hercules,
USA) gefüllt mit Gelatin-Agarose (saline suspension; Sigma-Aldrich, St.Louis, USA). Die Säulen
wurden vor Verwendung mit je 250ml TEC-Puffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 3.4) äquili-
briert. Anschließend wurde die Sepharose-Säule über die Gelatine-Agarose-Säule gebracht und
das Blutplasma auf die obere Säule gegeben. Nachdem es die obere Säule durchlaufen hatte,
wurden beide Säulen mit 100ml TEC-Puffer gespült und anschließend die obere Sepharose-
Säule entfernt. Das Fibronektin war in der Gelatine-Agarose-Säule gebunden.
Die Gelatine-Agarose-Säule wurde zunächst mit 100ml Waschpuffer (Tabelle 3.4) und dann
mit 100ml TEC-Puffer gespült. Durch die Zugabe des Elutionspuffers (Tabelle 3.4) wurde das
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Fibronektin von der Säule gelöst. Es wurden Fraktionen von 35ml bis 40ml gesammelt. Die
Fraktionen wurden wie folgt dialysiert.
Die Vorbereitung der Dialyse wurde bereits parallel zur Bearbeitung des Blutplasmas durch-
geführt. Die Dialyseschläuche (Visking, Cellulose Typ 36/32; Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land) wurden zunächst eine halbe Stunde in Wasser belassen und anschließend in Wasser
durchgespült. Danach wurden sie drei Stunden bei 60 °C in eine Lösung aus 1mM EDTA (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) und 2 Gew.-% Natriumhydrogencarbonat in Wasser eingelegt. Nach
weiterem Spülen mit Wasser wurden die Schläuche in Dialysepuffer (Tabelle 3.4) überführt und
erneut gespült. Schließlich wurden die Fraktionen der Fibronektinlösung in die Schläuche ein-
gefüllt und die Schläuche in den Dialysepuffer gelegt. Nach drei Stunden wurde der Dialyse-
puffer gewechselt und die Dialyse über Nacht weitergeführt. Durch Messung der Absorption
bei 280nm A280 mit einem Absorptionsspektrometer wurde aus
cFN = A280
εFN
·MFN (3.3)
die Konzentration der Fibronektinlösungen bestimmt. εFN = 563,2ml · (mmol · cm)−1 ist der
Extinktionskoeffizient und MFN = 440mg ·mmol−1 die molare Masse von Fibronektin. Die Fi-
bronektinlösungen wurden bis zur Verwendung bei 4 °C im Kühlschrank gelagert.
Schließlich wurden die Säulen für die nächste Präparation vorbereitet. Die Sepharose-Säule
wurde mit 100ml von 500mM Natriumchlorid und 100mM Natriumhydroxid (Grüssing, Fil-
sum, Deutschland) in Wasser gespült. Anschließend erfolgte weiteres Spülen mit einem Li-
ter Wasser. Zuletzt wurdedie Säule mit 20 Vol.-% vergälltem Ethanol in Wasser gefüllt und bei
4 °C gelagert. Aus der Gelatine-Agarose-Säule wurde noch gebundenes Material mit der Rei-
nigungslösung (Tabelle 3.4) entfernt. Dann wurden zunächst 100ml einer Lösung aus 100mM
Natriumacetat (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) und 1M Natriumchlorid in Wasser auf die Säule
gegeben. Nach weiterem Waschen mit 100ml Wasser und 100ml Boratpuffer (Tabelle 3.4) wur-
de die Säule mit 20 % vergälltem Ethanol und 1M Natriumchlorid in Wasser bei 4 °C gelagert.
3.3.4 Vorbereitung der Zellkulturträger für die Zellaussaat
Die präparierten Zellkulturträger (siehe Unterabschnitt 3.1.2 und 3.1.3) wurden am Tag der Ver-
wendung zweimal mit PBS gespült. Zur Förderung der Zelladhäsion wurden die Probenträger
mit Fibronektin beschichtet. Die Proben wurden dafür mit einer 50µg/ml Fibronektin-Lösung
in PBS überschichtet und für eine Stunde im Brutschrank belassen. Es entstand eine gesättig-
te Monolage aus adsorbierten Protein. 165,166 Im Anschluss wurden die Probenträger zweimal
vorsichtig mit PBS gewaschen und es wurde Zellkulturmedium vorgelegt. Die Zellen wurden in
einer geringen Dichte von 3000/cm2 ausgesät.
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3.4 Zellzugkraftmikroskopie
Zellzugkraftmikroskopie ist ein Verfahren zur Bestimmung von Zugkräften, die eine Zelle auf
ein flexibles Substrat ausübt. Dafür werden fluoreszierende Mikrokugeln in das Substrat ein-
gebettet und aus deren Verschiebung bei Adhäsion der Zelle Rückschlüsse auf die wirkenden
Zellkräfte gezogen. 54,55
3.4.1 Durchführung
Für die Zellzugkraftmikroskopie wurden die MSA-Copolymer-PAA-Hydrogel-DG mit 22mm
Durchmesser, wie in Unterabschnitt 3.1.3 beschrieben, präpariert und trocken in Polystyrenpe-
trischalen (Durchmesser 6cm) über ein gebohrtes Loch im Boden mit einem Silikonkleber (Si-
licone Rubber Adhesive Sealant, Momentive Performance Materials, Waterford, USA) geklebt.
Der Kleber härtete über Nacht bei Raumtemperatur aus und die Petrischalen wurden am Folge-
tag dreimal mit PBS gespült. Anschließend erfolgte die Inkubation von Fibronektin, Spülen und
das Vorlegen von Zellkulturmedium (siehe Unterabschnitt 3.3.4). Vor Pipettieren der Zellen auf
die Probe wurde die verwendete Petrischale in den Probenhalter eines Time-Lapse-Mikroskops
(Axio Observer.Z1, Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland) mit Inkubationskammer (PeCon,
Erbach, Deutschland) bei 37 °C und 5 % CO2 überführt. Dann wurden die Zellen ausgesät und
sofort nach Absinken der Zellen mittels der Mikroskopsoftware (ZEN 2012, Carl Zeiss Micro-
scopy, Jena, Deutschland) Zellpositionen markiert. Es wurden bis zu 15 Zellen ausgewählt. Die
noch wenig adhärenten, kugeligen Zellen wurden so in z-Richtung fokussiert, dass das Bild
der Zelle im Differentialinterferenzkontrast-Modus (DIC) kurz über dem Substrat aufgenom-
men wurde. Je Zelle wurde noch ein zweites Bild mittels Fluoreszenzanregung (Anregung durch
Leuchtdiode bei 493nm) mit einer relativen Verschiebung in z-Richtung von−8µm aufgenom-
men. Das entsprach der obersten Hydrogelschicht mit den Fluoreszenzkugeln. Die Messung
verlief automatisiert. Die Zellpositionen wurden über 2h nacheinander angesteuert und al-
ler drei Minuten Bilder aufgenommen. Alle Aufnahmen wurden mit einem Plan-Apochromat
Objektiv (20-fache Vergrößerung, Numerische Apertur 0,8) und einem Optovar (Vergrößerung
1,6-fach) durchgeführt. Zwischendurch stabilisierte das Mikroskop (Definite Focus, Carl Zeiss
Microscopy, Jena, Deutschland) automatisch die z-Position um Drift auszugleichen
Nach zweistündiger Messung (41 Messpunkte) wurden die Zellen mittels Trypsin-EDTA ab-
gelöst. Dafür wurde vorsichtig das Medium mit einer Pasteurpipette abgenommen und zu-
nächst 500µl warmes Trypsin-EDTA auf das DG pipettiert. Nach einer kurzen Inkubationszeit
von etwa 30s wurde noch einmal 500µl Trypsin-EDTA nachgegeben um alle Zellen komplett
wegzuspülen. Im Anschluss wurde PBS im Überschuss dazugegeben und 5min gewartet, damit
das PAA-Hydrogel zurück in die Ausgangsposition ohne Zellen relaxieren konnte. Nun wurde
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ein Bildstapel von 21 Bildern mit 0,5µm Abstand in z-Richtung, zentriert auf die oberste Hy-
drogelschicht, aufgenommen um für die Analyse der Deformation das beste Referenzbild aus-
wählen zu können.
Vor der Bestimmung der Zellkräfte wurden die Bildstapel mit IMAGEJ für jede Zelle vorver-
arbeitet (Abbildung 3.2). Zuerst wurde ein Bild aus dem Referenzbildstapel (R) mit dem rela-
xierten PAA-Hydrogel ausgewählt und vor die Fluoreszenz-Zeitserie (F) mit dem deformier-
ten PAA-Hydrogel eingefügt. Dieses Bild muss aus einer ähnlichen z-Ebene wie die Bilder in F
stammen und dementsprechend eine hohe Ähnlichkeit hinsichtlich der Verteilung der Fluores-
zenzkugeln aufweisen. Relativ zu dem Referenzbild wurden nun mittels des StackReg-Plugins 174
alle weiteren Bilder in lateraler Richtung verschoben, sodass Drifts der Bilder innerhalb der
Zeitserie ausgeglichen wurden. Zuletzt wurde das Referenzbild wieder entfernt und der Bild-
stapel F mit 8 bit Bildtiefe im Tagged Image File Format (TIFF) abgespeichert. Im Folgenden
wurde der Bildstapel der Referenzbilder R mit 8 bit als TIFF-Bild gesichert. Diese Vorberei-
tung konnte durch Schreiben eines Makros mit der Makrosprache von IMAGEJ beschleunigt
werden. Zuletzt wurde noch der Bildstapel mit den Zellbildern bearbeitet. Daraus sollte ein Bi-
närbild erstellt werden. Dafür wurde der Kontrast der DIC-Bilder etwas erhöht und mit dem
Paintbrush-Werkzeug in IMAGEJ wurden die Zellränder manuell nachgezeichnet. Im Anschluss
wurde mit dem Wandtracing-Werkzeug die Kontur ausgewählt und alle inneren Pixel gleich
0 gesetzt. Danach wurde die Auswahl umgekehrt und die äußeren Pixel mit 255 gefüllt. Nun
konnte der Bildstapel der Zellkonturbilder (K) als TIFF-Bild gespeichert werden. Die Bildstapel
F und K mussten für die weitere Analyse die gleiche Anzahl an Bildern haben. Falls ein Ablösen
der Zelle, eine Zellteilung oder ein Verlust der Zellebene die Kürzung des Bildstapels K nötig
machte, wurde der andere Stapel auch entsprechend gekürzt.
3.4.2 Datenanalyse mit MATLAB
Die verwendete Methode wurde von Butler et al. 2002 55 unter dem Namen Fourier-Transform-
Traction-Cytometry (FTTC) vorgestellt und kann es mit anderen Methoden, die auf Particle-
Velocity-Tracking basieren, in Hinsicht auf räumliche Auflösung und Berechnungseffizienz auf-
nehmen. 56,57,175,176 Es gab in der Arbeitsgruppe bereits ein fertiges Skript zur Bestimmung der
Zellkräfte aus den Verschiebungen der Fluoreszenzkugeln für die Software MATLAB
(MathWorks, Ismaning, Deutschland). 45,177 Dieses Skript wurde modifiziert und erweitert um
die Analyse von Zeitserien zu ermöglichen.
Für die Berechnung wurden einige Annahmen getroffen. Zum einen wurde das Hydrogel als
isotropes, homogenes Medium betrachtet, das den gesamten Halbraum füllt. Weiterhin wur-
den ausschließlich Verschiebungen der Fluoreszenzkugeln in lateraler Richtung berücksichtigt,
womit sich die Berechnung auf ein zweidimensionales Problem beschränkte. Das kann eine
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DIC-Bildstapel (K) Fluoreszenz-Bildstapel (F) Referenz-Bildstapel (R)
Input Mikroskopische Aufnahmen der Zelle im DIC-Modus und der obersten Hy-
drogelschicht im Fluoreszenzmodus
Bestimmung der
Zellfläche
Manuelles Nachzeichnen
der Zellränder
Binärkontur
IM
A
G
E
J
Verschiebungsfeld ~u (~r )
Zellzugspannungsfeld ~T (~r )
Vorläufiges Verschiebungsfeld
(Korrektur fehlerhafter/fehlender Werte, Filtern)
Rekonstruktion
des Zellzugspannungsfeldes
(Poissonzahl, Elastizitätsmodul)
M
AT
LA
B
Zellzugspannnungsfeld außerhalb der Zellränder Null setzen
Gesamtkraft Ftot = AZelle
∑
~r
√
Tx (~r )
2+Ty (~r )2
Dehnungsenergie U = 12 AZelle
∑
~r
√
(Tx (~r )ux (~r ))
2+ (Ty (~r )uy (~r ))2
Maximale Zugspannung Tmax =max
(
~T (~r )
)
Output Berechnung physikalischer Größen aus Zellzugspannungsfeld
Auswertung der Zellzugkraftmikroskopie
Abbildung 3.2
Zellzugkraftmikroskopie. Abfolge der Auswertung in der Zellzugkraftmikroskopie.
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problematische Annahme sein, denn die Zellen waren in der Lage durch ihre Gewicht das Sub-
strat vertikal zu deformieren. Durch die Wahl eines Objektives mit mittlerer numerischer Aper-
tur (siehe letzter Unterabschnitt 3.4.1) und relativ großer Fluoreszenzkugeln (500nm) konnte
verhindert werden, dass Fluoreszenzkugeln komplett aus dem Fokus verschwanden. Die Wahl
der großen Fluoreszenzkugeln lag auch darin begründet, dass sich diese aufgrund besserer Ver-
teilung im PAA-Hydrogel weniger durch das Lösungsmittel des MSA-Copolymers zersetzten
und damit weniger Farbstoff frei wurde als bei Verwendung kleinerer Fluoreszenzkugeln (mit
0,2µm Durchmesser). Die großen Fluoreszenzkugeln konnten nur in geringerer Dichte in das
PAA-Hydrogel gebracht werden, sodass die maximale Anzahl an Kugeln je Fläche in den Fluo-
reszenzbildern die bestmögliche Auflösung des Verschiebungsfeldes vorgab.
Das Skript verfuhr nach folgendem Schema (Abbildung 3.2). Zuerst wurden die Bildstapel ge-
laden. Aus dem Stapel R (Referenzbildstapel) wurde für jedes Bild des Stapels F (Fluoreszenz-
Zeitserie) dasjenige Bild durch Kreuzkorrelation errechnet, das die größte Ähnlichkeit aufwies
und somit der gleichen z-Ebene entstammte. Durch Korrektur des z-Drifts während des Mi-
kroskopierens handelte es sich dabei aber fast immer um dasselbe Bild aus R. Danach wurde
zunächst die Deformation des Hydrogels unter den Zellzugkräften errechnet. Die Analyse folgte
einem Verfahren bei dem die beiden Bilder der Bildstapel F und R in mehreren Iterationsschrit-
ten in zunehmend kleinere Bildausschnitte unterteilt wurden. 178 Durch die Bestimmung des
Maximums der zweidimensionalen Kreuzkorrelation von je zwei Bildausschnitten wurde die
relative Verschiebung auf einem regelmäßigen Gitter über das gesamte Bild errechnet. Für die-
se Analyse wurden mehrere Parameter benötigt: die Anzahl der Iterationsschritte (hier: 4) und
die Größe der Bildausschnitte (hier: 256 Pixel ×256 Pixel) zu Beginn der Berechnung – diese
beiden Parameter legten die Endauflösung fest – sowie Ausschlusskriterien für die Berücksich-
tigung von Bildausschnitten. Ein Parameter legte den minimalen Kreuzkorrelationskoeffizien-
ten fest, der überschritten werden musste, um fehlerhaft errechnete Verschiebungen auszu-
schließen. Dieser Parameter wurde zwischen 0,7 und 0,9 variiert. Zwei weitere Parameter legten
Pixelwerte (Grauwerte) fest, die von einzelnen Pixeln im Bildausschnitt unter-/überschritten
werden mussten, sodass Bildausschnitte mit Clustern an Fluoreszenzkugeln oder gänzlich oh-
ne Fluoreszenzkugeln in der Korrelationsanalyse nicht berücksichtigt wurden. Die Parameter
wurden solange variiert, bis in allen Bildern eines Bildstapels keine Ausreißer mehr vorhanden
waren. Leerstellen wurden durch NaN ersetzt. In der letzten Iterationsstufe wurde die Pixelver-
schiebung, die bisher aufgrund der Bestimmung des Pixels mit dem Maximum aus der zweidi-
mensionalen Kreuzkorrelation noch ganzzahlig ist, in Subpixel-Auflösung bestimmt. Das wur-
de durch Annäherung des Peaks der Kreuzkorrelationskoeffizienten-Matrix mit einem bikubi-
schen Polynom erreicht. Das Maximum des Polynoms bezeichnete damit die endgültige Ver-
schiebung.
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Die Lücken (NaN-Werte) in der Berechnung des Verschiebungsfeldes wurden durch Mitte-
lung in einer maximal 7×7 großen Umgebung des Pixels aufgefüllt. Die Berechnung des Ver-
schiebungsfeldes war trotz Subpixel-Auflösung durch Rauschen überlagert, das bei der folgen-
den Berechnung des Zugspannnungsfeldes weiter verstärkt würde. 175 Durch die Anwendung
eines Gaußfilters wurde das Verschiebungsfeld geglättet. Eine Entfernung des Rauschens durch
Regularisierung würde ein besseres Ergebnis liefern, da durch Anwendung eines Gaußfilters
Verluste in der lateralen Auflösung hingenommen werden müssen, aber aufgrund der einfa-
chen Anwendung eines Filters wurden die Nachteile in Kauf genommen. 56
Aus dem Verschiebungsfeld, im Weiteren auch mit ~u (~r ) bezeichnet, wurde nun auf das Zug-
spannungsfeld ~T (~r ) geschlossen. In der Theorie ergeben sich die Verschiebungen ~u (~r ) aus den
Zugspannungen ~T (~r ) durch deren Faltung mit einer Greenschen Funktion. Diese wurde mit
der Annahme hergeleitet, dass die Deformation an einem Punkt~r durch eine Zugkraft der Zel-
le an einem anderen Punkt ~r ′ nur vom Abstand beider Punkte R =
∣∣∣~r −~r ′∣∣∣ abhängt. Die Faltung
vereinfacht sich zu einer Multiplikation durch Transformation in den zweidimensionalen Fou-
rierraum: 55
~T = FT−12
(
K˜−1~˜u
)
(3.4)
mit dem Inversen der Greenschen Funktion K˜ (k) 55:
K˜ (k)= (1+ν)
piE
2pi
k3
 (1−ν)k2+νk2y , νkx ky
νkx ky , (1−ν)k2+νk2x
 (3.5)
Hierin bezeichnet ν = 0,48 die Poissonzahl des PAA-Hydrogels und E dessen Elastizitätsmo-
dul, das mittels Kraftspektroskopie (siehe Unterabschnitt 3.2.1) bestimmt wurde. Damit konnte
nun für alle Bilder der Zeitserie das Zugspannungsfeld errechnet werden. Die ermittelte Zell-
kontur wurde verwendet um das Zellzugspannungsfeld außerhalb der Zelle 0 zu setzen. Dafür
wurde die Zellkontur großzügig gedehnt, um alle Zugspannungen, die mutmaßlich durch die
Zelle verursacht wurden, mit einzuschließen, aber Hintergrundrauschen und Zugspannungen
von anderen Zellen auszuschließen.
Das resultierende Zellzugspannungsfeld wurde nun weiter ausgewertet und physikalische
Größen daraus abgeleitet. 55 Zum einen wurde die Gesamtkraft Ftot errechnet, in die außerdem
die Zellfläche AZelle mit einfloss. Die Gesamtkraft errechnet sich durch Integration der Zellzug-
spannungen über alle Pixel~r innerhalb der Zellkontur:
Ftot = AZelle
∑
~r
√
Tx (~r )
2+Ty (~r )2 (3.6)
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Weiterhin wurde die Dehnungsenergie U bestimmt, welche die Energie bezeichnet, die von der
Zelle zur Deformation des Substrats entwickelt wurde. Sie berechnet sich zu:
U = 1
2
AZelle
∑
~r
√
(Tx (~r )ux (~r ))
2+ (Ty (~r )uy (~r ))2 (3.7)
Zuletzt wurde auch noch ein Nettokontraktionsmoment Mnet bestimmt, welches sich aus den
Diagonalelementen der Schermoment-Matrix mit den Komponenten Mi j (mit i , j ∈
{
x, y
}
) in
Gleichung 3.8 ergibt.
Mi j = 1
2
∑
~r
[
xi T j (~r )+x j Ti (~r )
]
(3.8)
Für die Berechnung der Komponenten Mi j wurde der Ursprung in den Schwerpunkt des Zug-
spannungsfeldes ~T (~r ) verschoben. Das Nettokontraktionsmoment Mnet ergibt sich aus einer
Wichtung der Zellkräfte mit deren Abstand zum Schwerpunkt der Zellkräfte und wird damit
durch eine Polarisation der Zelle beeinflusst. Zusätzlich zu den genannten Größen wurde noch
die maximale Zugspannung Tmax ermittelt.
Diese charakteristischen Werte für das Zellzugspannungsfeld wurden für alle Bilder einer
Zeitserie bestimmt um daraus einen Zeitverlauf abzuleiten. Im folgenden Unterabschnitt 3.4.3
wird die Auswertung der Zeitkurven erläutert.
3.4.3 Kurvenanalyse mit R
Für jede Zelle wurden nun die Zeitverläufe der projizierten Zellfläche AZelle (t ), der Gesamt-
kraft Ftot (t ), der Dehnungsenergie U (t ), der maximalen Zugspannung Tmax (t ) und des Netto-
kontraktionsmoment Mnet (t ) weiter untersucht, um charakteristische Unterschiede zwischen
der Zelladhäsion auf den verwendeten Substraten (siehe 3.1.3) zu finden. Für die Analyse der
Kurven wurde das frei erhältliche Statistikprogramm R (R foundation of Statistical Computing,
Wien, Österreich) verwendet, dass eine automatisierte Auswertung großer Datensätze ermög-
licht. Dazu wurden die Ergebnisse der Zugspannungsanalyse mit MATLAB in Textdateien ex-
portiert und mit R geladen.
Von den verschiedenen Versuchstagen mit je zwei bis drei Experimenten à 10-15 Zellen wur-
den geeignete Datensätze ausgewählt und ausgewertet. Aus unterschiedlichen Gründen waren
nicht alle Zellen für die Auswertung geeignet. Manche Zellen ließen sich nicht über den ge-
samten Beobachtungszeitraum verfolgen, da sie entweder aus dem Bild migrierten, sich teilten
oder sich vom Substrat ablösten. Andere Zellen adhärierten gleich gar nicht, oder die Festle-
gung der z-Koordinate der Zellposition im Vorfeld der Mikroskopie war nicht gelungen und die
Zellen waren nicht fokussiert. Die Datensätze von 170 geeigneten Zellen flossen in die Analyse
der Zellfläche ein. Für die Analyse der Kräfte wurde eine noch engere Vorauswahl getroffen und
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55 Datensätze mit einem charakteristischen Kurvenverlauf ausgewählt, die sich auf die sechs
Substratbedingungen verteilten. Diese zweite Einschränkung lag darin begründet, dass Zellen
zu nah beieinander lagen und nicht ausgeschlossen werden konnte, dass sie die Deformation
der jeweils anderen Zelle als effektive und anisotrope Versteifung des Substrats spüren konn-
ten. In anderen Fällen gab es Fehler in der Berechnung des Zugkraftfeldes, die sich nicht durch
die Variation der Berechnungsparameter auflösen ließen.
Zunächst wurde die Entwicklung der projizierten Zellfläche AZelle (t ) während der Adhäsion
untersucht. Die Kurven folgten nach Beginn der starken Flächenzunahme nahezu dem Verlauf
einer exponentiellen Sättigung mit der Gleichung 3.9, die der Zeitabhängigkeit in
Norman et al. 129 (siehe Tabelle 2.2) entspricht. Alle Kurven wurden zuvor auf der Zeitachse so
verschoben, dass der Beginn des sprunghaften Wachstums auf t = 0 fiel.
A (t )= Ages
(
1−e−t/τ) (3.9)
Die Gesamtfläche Ages und die Zeitkonstante τ wurden aus einer Näherung der Kurven mit
dem Programm R ermittelt.
Weiterhin wurde die Gesamtkraft Ftot (t ) (Gleichung 3.6) untersucht. Die Kraftzunahme folg-
te dem Flächenzuwachs mit zeitlicher Verzögerung. Die Kraftkurven zeigten einen charakteris-
tischen Verlauf der in drei Zeitregime unterteilt werden konnte (siehe auch Abbildung 4.13A im
Abschnitt 4.2.5 unter „Ergebnisse und Diskussion“). Während des ersten Regimes, welches im
Folgenden mit R0 bezeichnet wird, verblieb die Gesamtkraft darin noch auf einem niedrigen
Niveau nahe 0, während die Zellfläche bereits stark zunahm. Daran schloss sich das Regime
R1 mit einer starken Kraftzunahme, aber einem Rückgang des Flächenwachstums, an. Und das
letzte Regime, R2, umfasste eine Plateauphase, während der die Kraft nicht weiter zunahm und
um einen Plateauwert pendelte.
Zur Abgrenzung der Regime wurden die Kraftkurven mit einem gleitenden Mittelwert über
5 Zeitpunkte (15min) geglättet. Daraufhin wurde das erste lokale Maximum der Kurve bestimmt.
Die Übergangszeit TR1−R2 von dem Regime R1 zu R2 wurde auf den Zeitpunkt festgelegt, zu
dem die Kurve 80 % des Wertes des lokalen Maximums überschreitet. Im Regime R1 wurde in
der Phase mit nahezu linearem Wachstum der Kraft – zwischen 15 % und 80 % des ersten lo-
kalen Maximums – eine lineare Näherung durchgeführt und der Anstieg
(
∆Ftot
∆t
)
R1
bestimmt.
Während Regime R2 pendeln die Kräfte um einen Plateauwert, folgen dabei aber einer loga-
rithmischen Normalverteilung, weshalb das geometrische Mittel F tot,R2 errechnet wurde.
Das Nettokontraktionsmoment Mnet (t ) wurde in der gleichen Weise untersucht, während
für die Dehnungsenergie U (t ) und die maximale Zugspannung Tmax (t ) aufgrund der starken
Schwankungsbreite nur die Plateaumittelwerte bestimmt wurden. Für die Festlegung des Re-
gimes R2 wurden aber die Zeitabschnitte der Gesamtkraft gebraucht.
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3.4.4 Untersuchung der statistischen Signifikanz mit R
Der Datensatz (Anstieg
(
∆Ftot
∆t
)
R1
, Übergangszeit TR1−R2 und Mittelwert F tot,R2 n ≥ 7 je Bedin-
gung) zur Gesamtkraft Ftot wurde mit R statistisch untersucht. Es gab zwei Faktoren, zum ei-
nen die Kategorie „Ligandenaffinität“ mit den beiden Faktorstufen „PEMA“ und „PSMA“ und
zum anderen die kontinuierliche Variable „Elastizitätsmodul“ mit den drei Stufen „2,5kPa“,
„5,0kPa“ und „9,0kPa“. Zunächst wurde untersucht, ob die Voraussetzungen für eine Kovari-
anzanalyse (ANCOVA) gegeben waren. Dafür wurden die Messwerte in allen Kombinationen
an Faktorstufen mittels eines Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung untersucht. Weiterhin
wurde durch einen Levene-Test ermittelt, ob die Varianzen über alle Faktorstufen hinweg gleich
waren. Der Einfluss verschiedener Experimente und Messtage wurde nicht berücksichtigt, da
aus Zeitgründen meist nur eine Substratbedingung je Tag verwendet wurde. Daraufhin wur-
de die Kovarianzanalyse durchgeführt. Begonnen wurde mit einem komplexen Modell mit In-
teraktionen zwischen den beiden Faktoren, das gegebenenfalls vereinfacht wurde. Signifikanz
wurde bei p < 0,05 angenommen.
3.5 Untersuchung von Signalproteinen
Um wichtige Signalproteine identifizieren zu können, welche die substratabhängige Entwick-
lung der Zellzugkräfte während der initialen Zelladhäsion durch ihre Aktivität beeinflussen,
wurden verschiedene Methoden ausgetestet. Mit G-LISA wurde eine Technik zum Nachweis
der Aktivierung von Rho-GTPasen verwendet. Weiterhin wurde phosphoryliertes FAK durch
Immunzytochemie in den fokalen Adhäsionsstellen detektiert. Bei beiden Methoden verblieb
es jedoch bei wenigen Experimenten.
3.5.1 Untersuchung der Aktivierung von Rho-GTPasen mittels G-LISA
Mit einem kommerziell erhältlichen Kit (G-LISA Activation Assay (Luminescence based); Cy-
toskeleton, Denver, USA) wurde die Aktivierung der Rho-GTPasen Rac1 und RhoA während
der initialen zwei Stunden der Zelladhäsion untersucht. Die Versuche wurden im Rahmen ei-
ner Masterarbeit angeleitet. 179,180 Das Prinzip ist verwandt mit einer wichtigen biochemischen
Technik zur Quantifizierung von Proteinen, dem enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
und beruht ebenso auf der Bindung des Zielmoleküls an einem Träger, der mit einem Binde-
protein gegen des Zielmolekül funktionalisiert wurde. Während es sich bei dem Bindeprotein
im ELISA oft um einen Antikörper handelt, wird im G-LISA die Bindedomäne eines natürlichen
Bindungspartners der im aktiven Zustand befindlichen Rho-GTPasen verwendet. Die aktiven
Rho-GTPasen werden dann durch Antikörper detektiert, an denen ein Enzym gekoppelt ist.
Anschließend wird das zum Enzym gehörige Substrat hinzugegeben, bei dessen Reaktion mit
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dem Enzym Biolumineszenz entsteht, die photometrisch gemessen werden kann. Durch den
G-LISA kann nur die aktive Form der Rho-GTPasen untersucht werden.
Als Vorversuch sollte die Aktivierung auf idealisierten Zellkulturträgern getestet werden, um
zu sehen, ob sich eine Dynamik während der ersten zwei Stunden Zelladhäsion messen lässt.
Das wurde mit unbeschichteten PAA-Hydrogelen als Negativkontrolle (Herstellung im
Abschnitt 3.1.3) und Fibronektin-beschichteten Polystyrenpetrischalen (Inkubationskonzen-
tration 20µg/ml in PBS) als Positivkontrolle durchgeführt. Die Zellzahl wurde mit einer Thoma-
Zählkammer bestimmt und die Zellen wurden in einer Dichte von 6000/cm2 ausgesät, sodass
die Anzahl an Zell-Zell-Kontakten gering gehalten wurde.
Es wurden sowohl für Rac1 als auch für RhoA Zellen nach verschiedener Adhäsionsdauer un-
tersucht. Für die folgenden Schritte wurden die Substrate mit den Zellen aus dem Brutschrank
auf Eis transferiert. Die schlecht-adhärenten Zellen auf den Substraten der Negativkontrolle
ließen sich mitsamt des Mediums abnehmen. Nach 10min Zentrifugation bei 4 °C und 1000 g
wurde der Überstand abgenommen und die Zellen wurden mittels eines Lysepuffers (Zusam-
mensetzung unbekannt; zum Kit gehörig, analog der folgenden Puffer) aufgeschlossen. Die
Zellen der Positivkontrolle wurden mit kaltem PBS gewaschen und mit Zellschaber und Ly-
sepuffer von den Petrischalen gelöst. Die Zelllysate der Positiv-und Negativkontrolle wurden
anschließend bei 4 °C und 15000 g 2min zentrifugiert. In den Überständen wurden die Pro-
teinkonzentrationen bestimmt (Precision Red Advanced Protein Assay; Cytoskeleton, Denver,
USA) und mit Lysepuffer die Konzentration der Proben angeglichen. Im Anschluss wurden die
Proben 1:1 mit Bindepuffer gemischt. Neben der Positiv- und Negativkontrolle der Zellproben,
wurden noch eine Positiv- und Negativkontrolle im Kit mitgeliefert. Bei der Positivkontrolle
handelte es sich um dauerhaft aktive Rho-GTPase und die Negativkontrolle war eine Puffer-
lösung. Die Positiv-und Negativkontrolle des Kits dienten im Vorfeld der Versuche dazu, den
linearen Detektionsbereich des G-LISA zu bestimmen. Der G-LISA wurde nach Herstelleranga-
ben mit 4 Proben (Positiv- und Negativkontrolle des Kits sowie der Zellen) durchgeführt.
Zur Messung der Biolumineszenz wurde ein Plattenlesegerät (Infinite 200 PRO; Tecan Group,
Männedorf, Schweiz) verwendet. Nach kurzem Schütteln wurde über 100ms das Signal einer
Probe integriert und nach einsekündiger Pause die nächste Probe gemessen. Für beide GTP-
asen wurden je Messpunkt zwei bis vier Versuche durchgeführt.
3.5.2 Immunzytochemische Färbung von Paxillin und FAK
Die Phosphorylierung von FAK am Tyrosin 397 (FAK [Y397]) sollte normiert auf das FA-Protein
Paxillin bestimmt werden. In der Immunzytochemie wird ein Protein durch die Markierung
mittel eines spezifischen Antikörpers (Primärantikörper) nachgewiesen, der an das Protein bin-
det. Die Detektion erfolgt mittels eines zweiten Antikörpers (Sekundärantikörper) der mit ei-
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nem Fluoreszenzfarbstoff versehen ist und an den ersten Antikörper koppelt. Die Proteine,
die lokalisiert werden sollen, werden mit jeweils für sie spezifische Antikörper gebunden und
durch verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe markiert. Eine gleichzeitige Markierung von
FAK [Y397] und Gesamt-FAK war nicht erfolgreich, da die verwendeten Antikörper an ähnli-
chen Domänen banden und sich so sterisch an der Bindung gehindert haben.
Die Proteine sollten in HUVECs in Abhängigkeit von den Substrateigenschaften nachgewie-
sen werden. MSA-Copolymerbeschichtete PAA-Hydrogele sowie Glasdeckgläschen (Durchmes-
ser 13mm) wurden, wie in Abschnitt 3.1.3 und 3.1.2 beschrieben, hergestellt und in Wellplat-
ten überführt. Darauf wurden HUVECs ausgesät (Abschnitt 3.3.4). Nach 30min, 60min oder
120min Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen auf jeweils einem Teil der Deckgläs-
chen zweimal vorsichtig mit warmem PBS (37 °C) gespült und die Proteine 5min mit 4 %igem
Paraformaldehyd (PFA; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) in PBS fixiert. Im Anschluss wur-
den die DG zweimal mit PBS gespült und die DG mit den Zellen nach kürzerer Inkubationszeit
(30min und 60min) ruhen gelassen, sodass im Folgenden alle Proben wieder parallel behandelt
werden konnten. Alle folgenden Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. Anschlie-
ßend wurden die Zellen durch 5min Anwendung von 0,1 % Triton X-100 (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) permeabilisiert. Nach einem weiteren Mal Spülen mit PBS wurde 3 %iges bovines
Serumalbumin (BSA; Sigma Aldrich, St. Louis, USA) in PBS für 30min auf die Proben gegeben,
um die Probenoberfläche zu blockieren und unspezifische Antikörperbindung zu verhindern.
Die Primärantikörper wurden mit 3 %igem BSA in PBS verdünnt und 30min inkubiert. Die
Arbeitskonzentrationen der Primär- und Sekundärantikörper sind in Tabelle 3.5 aufgelistet. Bis
auf dem Alexa Fluor 488-konjugierten Antikörper, der bei 4 °C aufbewahrt wurde, wurden alle
anderen Antikörper bei -20 °C gelagert und langsam bei 4 °C aufgetaut. In Vorversuchen wurde
eine sinnvolle Antikörperkonzentration ermittelt. Außerdem wurde parallel in jedem Versuch
die Kreuzreaktivität der Antikörper sowie die unspezifische Bindung der Sekunderantikörper
mit entsprechenden Kontrollen ausgeschlossen. Nach der Inkubation der Primärantikörper
wurde zweimal 15min mit 3 %igem BSA in PBS gespült. Anschließend wurden die Sekundär-
antikörper 30min inkubiert. Der Inkubationslösung wurde außerdem noch 4’,6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI, Endverdünnung 1:10 000; Sigma Aldrich, St. Louis, USA) zugefügt, um die
DNA in den Zellkernen sichtbar zu machen und eine einfache Lokalisierung von Zellen zu
ermöglichen. Zuletzt wurden die Proben noch dreimal in PBS gespült und anschließend mit
Mowiol und Eukitt auf einem Glasträger dauerhaft fixiert. Die Untersuchung der Proben mit
konfokaler Laserrastermikroskopie wird im nächsten Unterabschnitt erläutert.
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Tabelle 3.5
Antikörper für Immunzytochemie. Primär- und Sekundärantiköper und deren Arbeitskonzentration
die zur immunzytochemischen Färbung von Paxillin und FAK [Y397] benötigt werden.
Antikörper Konzentration Hersteller
Primärantikörper
Maus monoklonal gegen Paxillin (5H119) 1 : 500/0,4µg ·ml−1 Abcam (Cambridge, Großbritannien)
Kaninchen monoklonal gegen FAK [Y397] (31H5L17) 1 : 400/0,25µg ·ml−1 Life Technologies (Darmstadt, Dtl.)
Sekundärantikörper
Alexa Fluor 488 Ziege gegen Maus IgG (H+L) 1 : 500/4,0µg ·ml−1 Life Technologies (Darmstadt, Dtl.)
Atto 550 Ziege gegen Kaninchen IgG (H+L) 1 : 500/0,2µg ·ml−1 Rockland Immunochemicals (Limerick, USA)
3.5.3 Laserrastermikroskopie von immunzytochemischer Färbung
Das nach immunzytochemischer Antikörperfärbung fluoreszenzmarkierte Paxillin (Farbstoff
Alexa Fluor 488) und FAK [Y397] (Atto 550) sowie die DNA (DAPI) wurden mit konfokaler Laser-
rastermikroskopie aufgenommen. Es wurden Zellen auf DG mit MSA-Copolymerbeschichtung
untersucht sowie Zellen auf mittelharten und harten PAA-Gele (Details zur Präparation siehe
Tabelle 3.3 auf Seite 39) mit MSA-Copolymerbeschichtung. Es wurde jeweils nur Poly(styren-
alt-maleinsäureanhydrid) zur Beschichtung verwendet, da dort FA deutlicher ausgeprägt sind
und leichter detektiert werden konnten. Je Substratbedingung und Zeit wurden zwei DG ange-
fertigt. Die Untersuchung der Proben erfolgte mittels Laserrastermikroskopie (LSM) durch ein
Plan-Apochromat Objektiv (40-fache Vergrößerung, Numerische Apertur 1,3) mit Ölimmersi-
on. Die Fluoreszenz wurde nacheinander bei drei Wellenlängen angeregt – 405nm für DAPI,
488nm für Alexa Fluor 488 und 555nm für Atto 550. Es wurden je DG 20 isolierte Zellen (10
Zellen für PAA-Gele nach 30min Inkubationszeit) gesucht und aufgenommen. Die Bildgröße
betrug 160µm×160µm mit 1588 Pixel ×1588 Pixel. Die Abbildungsbedingungen waren für al-
le Proben gleich. Die automatisierte Datenanalyse mit IMAGEJ ist Gegenstand des folgenden
Unterabschnitts.
3.5.4 Datenanalyse der immunzytochemischen Färbung mit IMAGEJ
Mit der Makrosprache des Bildbearbeitungsprogramms IMAGEJ wurde ein Skript geschrieben,
das die Bilder automatisch einliest und auswertet. Zunächst wurden die Zellränder bestimmt,
indem ein niedriger Schwellenwert (Auto Threshold; "Huang dark") für die Fluoreszenzinten-
sität im Alexa Fluor 488-Kanal festgelegt wurde, der sowohl die Fluoreszenz des markierten
Paxillins in den FA als auch des zytoplasmatischen Paxillins mit einschließt. Nachfolgend soll-
ten anhand der Paxillin-Färbung die FA lokalisiert werden. Dafür wurde zunächst der Hinter-
grund abgezogen und der Kontrast etwas erhöht sowie ein zweiter, lokaler Schwellenwert fest-
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gelegt, der auf dem Mittelwert der Umgebungspixel beruht (Auto Local Threshold; "Mean"). Die
FA wurden anschließend durch Partikelanalyse (Analyze Particles...) gefunden, wobei nur FA
mit einer Fläche zwischen 1µm2 und 20µm2 berücksichtigt wurden. An den Stellen, an denen
FA lokalisiert wurden, wurde die Paxillin- und die FAK [Y397]-Färbung ausgewertet. Weiterhin
wurde auch die Größe und Form der FA bestimmt. Für jede Zelle wurde eine Liste aller FA und
deren Kenngrößen abgespeichert, die nachfolgend mit dem Statistikprogramm R weiter aus-
gewertet wurde.
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4 Ergebnisse und Diskussion
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Experimente, auf Basis derer diese Arbeit ge-
schrieben wurde, dargelegt. Weiterhin werden die Ergebnisse im Rahmen des aktuellen Wis-
sensstands diskutiert und deren Beitrag zur Erforschung der Zell-Material-Wechselwirkungen
herausgestellt.
Die Experimente des ersten Abschnitts 4.1 verfolgen die Charakterisierung der Zellkulturträ-
ger, die als Grundlage für die sich anschließenden Experimente dienen. Im darauffolgenden
Abschnitt 4.2 werden die Ergebnisse der Zellzugkraftmikroskopie während der initialen Zellad-
häsion unter Berücksichtigung der meachnischen Eigenschaften der Zellkulturträger beschrie-
ben und diskutiert. Der dritte Abschnitt 4.3 befasst sich mit den Anstrengungen, die unternom-
men wurden auch intrazelluläre Signalprozesse im Zusammenhang mit der Zellzugkraftent-
wicklung aufzudecken.
4.1 Charakterisierung der Zellkulturträger
Zur Messung der Zellzugkraft und parallelen Aktivierung von Signalproteinen in Abhängigkeit
zweier Parameter der extrazellulären Matrix wurde ein Schichtsystem entwickelt, bestehend
aus einem weichen, elastischen Polyacrylamidhydrogel und einer Beschichtung aus einem MSA-
Copolymer, dass die Hydrophobizität der Grenzfläche einstellt. Die Vernetzung und der Fest-
stoffgehalt des PAA-Hydrogels stellen die Steifigkeit des Substrats ein und das MSA-Copolymer
die Affinität zum Adhäsionsliganden (Fibronektin).
Bevor diese Zellkulturträger zur Messung der substratabhängigen Zellzugkraft (Abschnitt 4.2)
und Aktivierung von Signalproteinen (Abschnitt 4.3) zum Einsatz kamen, wurden sie charakte-
risiert. Zunächst wurde der Elastizitätsmodul der PAA-Hydrogele bestimmt. In diesem Zusam-
menhang wurde der Einfluss der Einbettung von Fluoreszenzkugeln sowie einer zusätzlichen
Beschichtung der PAA-Hydrogele mit MSA-Copolymer überprüft. Zuletzt wurde die Polymer-
dünnschicht auf den PAA-Gelen durch Adsorption von fluoreszenzmarkiertem Fibronektin in-
direkt nachgewiesen.
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4.1.1 Bestimmung des Elastizitätsmoduls der PAA-Hydrogele
Die Berechnung von Zellzugkräften in der Zellzugkraftmikroskopie setzt die Kenntnis des Elas-
tizitätsmoduls voraus. Der Elastizitätsmodul der PAA-Hydrogele wurde durch Kraftspektrosko-
pie mit einem Rasterkraftmikroskop ermittelt (Durchführung siehe Unterabschnitt 3.2.1). Aus
Kraft-Abstands-Kurven wurde durch Näherung mit einer theoretischen Kurve aus dem Hertz-
Modell der Elastizitätsmodul bestimmt.
Zunächst wurde in einer Messung untersucht, ob die Beschichtung der PAA-Hydrogele mit
dem MSA-Copolymer Einfluss auf den E-Modul des Verbunds hat. Da die Copolymerbeschich-
tung nur eine Dicke von wenigen Nanometern aufweist164, die PAA-Hydrogele aber bei der
Aufnahme von Kraft-Abstands-Kurven bis zu einem Mikrometer eingedrückt werden, wird bei
der Kraftspektroskopie der E-Modul des Verbunds beider Komponenten gemessen. Für zwei
Zusammensetzungen der PAA-Hydrogele („weiche“ und „mittelharte“ PAA-Hydrogele, siehe
Tabelle 3.3) wurde der E-Modul ohne und mit Beschichtung untersucht. Der Massenanteil des
Monomers Acrylamid an der Polymerisationslösung war mit 4,5 % bei beiden PAA-Hydrogelen
gleich. Allerdings war das „mittelharte“ PAA-Hydrogel mit einem Anteil von 0,10 % Methylen-
bisacrylamid in der Polymerisationslösung stärker vernetzt als das „weiche“ PAA-Hydrogel mit
0,05 %. Beide Stoffe wurden als Feststoffe eingesetzt und zunächst in einer Vorverdünnung ge-
löst. Als Beschichtung wurden die beiden MSA-Copolymere Poly(ethylen-alt-
maleinsäureanhydrid) (PEMA) und Poly(styren-alt-maleinsäureanhydrid) (PSMA) aufgebracht.
Die Ergebnisse der Messung finden sich in Abbildung 4.1. Zunächst zeigte sich, dass im Ein-
klang mit der Erwartung der E-Modul für das „mittelharte“ PAA-Hydrogel größer war als für
das „weiche“ PAA-Hydrogel. Weiterhin zeigte sich, dass die PAA-Hydrogele mit Beschichtung
kaum Abweichungen im E-Modul aufwiesen gegenüber der Kontrolle ohne Beschichtung. Es
gab zwar eine leichte Tendenz zu kleineren E-Moduln, aber die Differenz ist sehr viel kleiner
als der Unterschied zwischen den PAA-Hydrogelansätzen und könnte mit der Variation zwi-
schen verschiedenen Deckgläschen innerhalb eines Ansatzes erklärt werden.
Im folgenden Vorversuch wurde untersucht, ob die Einbettung der Fluoreszenzkugeln (Poly-
styren mit Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein) Einfluss auf die Härte der PAA-Hydrogele nimmt.
Dafür wurden PAA-Hydrogele einmal mit und ohne Fluoreszenzkugeln hergestellt und mittels
Rasterkraftspektroskopie der Elastizitätsmodul gemessen. Für PAA-Hydrogele mit den Steifig-
keiten „weich“ bis „hart“ wurde die Konzentration des Vernetzers variiert. Für noch weichere
PAA-Hydrogele wurde hingegen die Konzentration an Acrylamid herabgesetzt, da gezeigt wur-
de, dass sich so die Quellung dieser „sehr weichen“ PAA-Hydrogele wegen des geringeren os-
motischen Drucks verringert und Unebenheiten in der Hydrogeloberfläche aufgrund ungleich-
mäßiger Quellung vermieden werden können. 144 Der Versuch wurde zweimal durchgeführt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.2 dargestellt. Leider zeigten die erzielten E-Moduln nicht
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Abbildung 4.1
Messung des Elastizitätsmoduls von
PAA-Hydrogelen ohne und mit Be-
schichtung. Die Prozentangaben be-
zeichnen die Anteile an Acrylamid und
Methylenbisacrylamid in der Polymeri-
sationslösung. Es wurde eine Messung
durchgeführt. Für die Kontrollen wurden
jeweils zwei DG und für die beschichten
PAA-Hydrogele jeweils nur ein DG ver-
messen. Auf jedem DG wurden an zwei
Stellen 4×4 Kraft-Abstand-Kurven über
einen Bereich von 100µm× 100µm auf-
genommen. Die Box reicht vom oberen
bis zum unteren Quartil und beinhaltet
den Median. Die Whisker bezeichnen
Werte innerhalb von 1,5×IQR. Ausreißer
werden durch Kreuze repräsentiert.
die Abhängigkeit vom Feststoffanteil. Insbesondere im zweiten Versuch zeigten sich für die E-
Moduln des „sehr weichen“, des „weichen“ und des „mittelharten“ PAA-Hydrogels kaum Un-
terschiede und die Werte sind mit weniger als 1kPa sehr klein. Auch im ersten Versuch war nicht
die erhoffte Abstufung der E-Moduln zu erkennen. Nichtsdestotrotz wurde gezeigt, unabhän-
gig von der fehlenden Abstufung des Elastizitätsmoduls, dass zumindest die Einbringung von
Fluoreszenzkugeln keinen Einfluss auf den Elastizitätsmodul hatte. Abgesehen von einer leich-
ten Zunahme für das „sehr weiche“ und „weiche“ PAA-Hydrogel im ersten Versuch war der
Unterschied gering für die restlichen Ansätze. Das war auch zu erwarten, da die Kugeln in einer
2,5 %igen Lösung vorlagen, diese 1:20 weiter verdünnt wurde und der Volumenanteil der Fluo-
reszenzkugeln damit letztlich nur 0,125 % des Volumens der Polymerisationslösung entsprach.
Aus diesem Versuch wurden Rückschlüsse für die folgenden Versuche gezogen. Um die Her-
stellung von PAA-Hydrogelen mit definiertem Elastizitätsmodul robuster zu machen, wurden
in den folgenden Versuchen fertige, kommerziell erhältliche Stammlösungen an Acrylamid und
Methylenbisacrylamid verwendet (siehe Tabelle 3.2). Mit den fertigen Stammlösungen wurde
nun der vorige Versuch wiederholt, aber die Einbettung von Fluoreszenzkugeln weggelassen.
Die Ergebnisse entsprachen diesmal den Erwartungen und je nach Feststoffanteil wurde ei-
ne Abstufung der Elastizitätsmoduln beobachtet (Abbildung 4.3). Es gab wiederum eine rela-
tiv starke Variation zwischen verschiedenen Messtagen und DG, aber an allen Messtagen war
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Abbildung 4.2
Messung des Elastizitätsmoduls von PAA-Hydrogelen mit und ohne Fluoreszenzkugeln an zwei Ver-
suchstagen. Gemessen wurden acht verschiedene Ansätze (4 Variationen an Feststoff jeweils mit und
ohne Fluoreszenzkugeln) an PAA-Hydrogelen (ohne Beschichtung). Die Prozentangaben bezeichnen
den Anteil von Acrylamid und Methylenbisacrylamid in der Polymerisationslösung. Je Bedingung wur-
den 4×4-Kraftkarten über einen Bereich von 100µm×100µm an entweder zwei Stellen auf drei DG oder
drei Stellen auf zwei DG gemessen. Die Box reicht vom oberen bis zum unteren Quartil und beinhal-
tet den Median. Die Whisker bezeichnen Werte innerhalb von 1,5×IQR. Ausreißer werden durch Kreuze
repräsentiert.
die Zunahme der E-Moduln mit dem Feststoffgehalt zu beobachten. Für die folgenden Ver-
suche wurden nun der stark gerundete Median (graue-gestrichelte Linien) der 4 Ansätze be-
stimmt. Dieser betrug 1,5kPa für das „sehr weiche“ PAA-Hydrogel, 2,5kPa für das „weiche“
PAA-Hydrogel, 5,0kPa für das „mittelharte“ PAA-Hydrogel und 9,0kPa für das „harte“ PAA-
Hydrogel.
Die Daten der verschiedenen Versuchstage wurden nun vereint, der Mittelwert gebildet und
gegen die Konzentration an Vernetzer aufgetragen (siehe Abbildung 4.4). Es zeigt sich ein mo-
notoner Anstieg des E-Moduls mit der Vernetzerkonzentration bei gleichbleibender Mono-
merkonzentration, wobei der Anstieg zwischen dem „weichen“ und dem „mittelharten“ PAA-
Hydrogel größer war als zwischen dem „mittelharten“ und dem „harten“ PAA-Hydrogel. Dieses
Ergebnis deckt sich mit der Beobachtung anderer Publikationen, dass der E-Modul für die-
sen Bereich an Vernetzerkonzentrationen mit einem quadratischen Zusammenhang genähert
werden kann. 45,75 Ebenso entspricht die Abnahme des E-Moduls mit Abnahme der Monomer-
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Abbildung 4.3
Messung des Elastizitätsmoduls von PAA-Hydrogelen unterschiedlicher Zusammensetzung an drei
Versuchstagen. Die Prozentangaben bezeichnen den Anteil von Acrylamid und Methylenbisacrylamid
in der Polymerisationslösung. Die vollständige Zusammensetzung der Polymerisationslösungen ist in
Tabelle 3.3 aufgelistet. Die PAA-Hydrogele waren nicht beschichtet und es waren keine Fluoreszenz-
kugeln eingebettet. Am ersten Versuchstag wurden je Ansatz 3 Stellen auf 2 DGsowie an den beiden
anderen Versuchstagen wurden 3 Stellen auf 4 DG analysiert. An jeder ausgewerteten Stelle wurden
4×4-Kraftkarten über einen Bereich von 100µm×100µm gemessen. Die grau-gestrichelten Linien bei
1,5kPa, 2,5kPa, 5,0kPa und 9,0kPa bezeichnen jeweils die Elastizitätsmoduln, die im Folgenden weiter
verwendet wurden. Die Box reicht vom oberen bis zum unteren Quartil und beinhaltet den Median. Die
Whisker bezeichnen Werte innerhalb von 1,5×IQR. Ausreißer werden durch Kruze repräsentiert.
63
4 Ergebnisse und Diskussion
0
5
10
0 0,1 0,2 0,3
Gew.−% Crosslinker
E
/k
Pa
Gew.−% Monomer 4,0 % 4,5 %
Abbildung 4.4
Elastizitätsmodul in Abhängigkeit der
Vernetzerkonzentration. Komprimierte
Auftragung der Daten aus Abbildung 4.3
in Abhängigkeit von der Konzentration
des Vernetzers Methylenbisacrylamid der
Gele. Dargestellt ist der Mittelwert ±
Standardabweichung.
konzentration (4,5 % für das „weiche“ PAA-Hydrogel und 4,0 % für das „sehr weiche“), bei glei-
cher Vernetzerkonzentration (0,05 %), vorangegangenen Untersuchungen. 144 Alle gemessenen
Werte sind in einer ähnlichen Größenordnung wie in jener anderen Publikationen, wobei sich
die Differenzen zu den Literaturwerten oft durch Unterschiede in der Methodik der Messung
und Präparation erklären lassen. 45,177,181 Die E-Moduln decken den Bereich an Steifigkeiten ab,
in dem erwartet wird, dass Zellzugkräfte von HUVECs steifigkeitsabhängig reguliert werden. 78
Im Grundlagenkapitel wurde eine Gleichung zur Berechnung des Schermoduls von Hydroge-
len eingeführt (Formel 2.4 im Abschnitt 2.3.2). Umgestellt nach der Maschenweite ξ ergibt sich
eine Gleichung ξ= (kBT /G)−1/3 zur Abschätzung der Maschenweite aus dem Schermodul des
PAA-Hydrogels. Mit dem Zusammenhang E = 3G für isotrope, linear-elastische Materialien mit
einer Poissonzahl ν = 0,5 ≈ 0,48 kann die Maschenweite auch aus dem Elastizitätsmodul ab-
geleitet werden. Für die untersuchten PAA-Gele ergeben sich Maschenweiten zwischen 10nm
und 20nm. Die Maschenweiten entsprechen globulären Proteinen mit Molekülmassen von
etwa 430kDa beziehungsweise 3480kDa; abgeleitet vom Volumen einer Kugel mit der Dich-
te 1,37g · cm−3. 182 Das bedeutet, dass die meisten globulären Proteine, wie zum Beispiel BSA
mit 66kDa, in die Poren des PAA-Hydrogels eindringen können. Die für die Zellzugkraftmikro-
skopie eingebetteten, fluoreszierenden Kugeln mit 500nm Durchmesser sind hingegen fest im
Netzwerk verankert und können sich bei Deformation des Netzwerks nicht relativ zu diesem
bewegen.
Fibronektin ist ein fibrilläres Glykoprotein, dessen Dimer eine Molekülmasse von etwa
440kDa aufweist. 17,183 In wässriger Umgebung nimmt es eine kompakte, gefaltete Struktur ein,
die durch intramolekulare elektrostatische Wechselwirkungen zusammengehalten wird. Der
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hydrodynamische Radius dieser kompakten Struktur beträgt 8,7nm. 184 Folglich könnte Fibro-
nektin auch in die Poren der PAA-Hydrogele gelangen. Eine stark ionische Umgebung, dena-
turierende Substanzen, oder mechanische Kräfte können die kompakte Konformation auflö-
sen und das Molekül strecken. In der gestreckten Konformation hat es eine Länge von etwa
160nm. 17,183 Mit dieser Länge kann ein Fibronektin-Dimer mehrere Poren der unbeschichte-
ten PAA-Hydrogele überspannen und wäre zum Beispiel bei einer Photovernetzung mit dem
Vernetzer Sulfo-SANPAH potentiell an mehreren Stellen kovalent am PAA-Hydrogel gebun-
den. Demzufolge wäre die effektive Elastizität stark abhängig von der Maschenweite der PAA-
Hydrogele. 93 Da die PAA-Hydrogele dieser Arbeit nachfolgend mit einer MSA-Copolymer-
schicht überschichtet werden und Fibronektin daran adsorptiv gebunden wird, spielt die stei-
figkeitsabhängige Porengröße hier keine Rolle. Im Unterabschnitt 4.1.2 wird die Adsorption von
fluoreszenzmarkiertem Fibronektin auf beschichteten und unbeschichteten PAA-Hydrogelen
untersucht.
4.1.2 Indirekter Nachweis der MSA-Copolymerschicht durch
Proteinadsorption
Die MSA-Copolymerschichten wurden auf die PAA-Hydrogele gespincoatet um eine nicht-ko-
valente Adsorption von Fibronektin auf den Hydrogelen zu ermöglichen und über die Wech-
selwirkungsstärke des Proteins mit dem MSA-Copolymer die Ligandenaffinität zu steuern. An
PAA-Hydrogele ohne Modifizierung können Proteine nicht binden (Details zur Proteinadsorp-
tion siehe Abschnitt 2.3.3). Ein Nachweis der MSA-Copolymerschicht (wenige Nanometer dick)
auf den PAA-Hydrogelen kann aufgrund der Dicke der PAA-Hydrogele (50µm bis 100µm) nicht
durch Schichtdickenmessungen mit, zum Beispiel, einem Ellipsometer geliefert werden. Des-
halb wurde ein indirekter Nachweis erbracht, indem über die erfolgte Adsorption von fluo-
reszenzmarkiertem Fibronektin (Farbstoff TAMRA) die Existenz der MSA-Copolymerschicht
nachgewiesen wurde. Um weitere Hinweise auf den Bindungsmechanismus zu erhalten, mit
dem das MSA-Copolymer auf den PAA-Hydrogelen fixiert wird, wurde, neben des Spincoatens
von 0,3 % Poly(ethylen-alt-maleinsäureanhydrid) (PEMA) aus THF/Aceton nach Standardpro-
tokoll (Abschnitt 3.1) noch die Säureform, 0,3 % Poly(ethylen-alt-maleinsäure) (PEMS) aus
Ethanol, gespincoatet. In diesen Versuchen wurden nur PEMA und PEMS verglichen, da bei
diesen Polymeren erwartet wurde, dass aufgrund des höheren Anhydridanteils (pro Masse) der
Unterschied in der Bindung an das PAA-Hydrogel stärker ausgeprägt ist als zwischen PSMA und
dessen hydrolysierter Form. Weiterhin wurde als Kontrolle die Adsorption von Fibronektin auf
unbeschichteten PAA-Hydrogelen untersucht.
Abbildung 4.5 zeigt repräsentative Beispielbilder der adsorbiertem Fibronektin-TAMRA-
Schicht auf unbeschichteten („PAA“), PEMA- und PEMS-beschichteten PAA-Hydrogelen. Wäh-
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PAA PEMA PEMS
Abbildung 4.5
Adsorption von Fibronektin auf beschichteten PAA-Hydrogelen. Gezeigt sind Laserastermikroskopie-
Aufnahmen von adsorbiertem fluoreszenzmarkiertem Fibronektin-TAMRA auf PAA-Hydrogelen ohne
Beschichtung sowie mit PEMA- und PEMS-Beschichtung. Die Bildgröße beträgt 161µm×161µm.
rend auf dem unbeschichteten PAA-Hydrogel keine und auf dem PEMS-beschichteten PAA-
Hydrogel nur wenig Fluoreszenz des Fibronektins zu sehen war, war auf dem PEMA-beschich-
teten PAA-Hydrogel eine durchgängige Bedeckung mit Fibronektin zu beobachten. Vereinzel-
te, kleine Flecken mit gesättigter Fluoreszenzintensität können auf aggregierten Farbstoff oder
ausfibrilliertes Fibronektin hindeuten. Die Fluoreszenzintensität der Aufnahmen wurde an-
schließend noch quantifiziert und auf die hellste Intensität normiert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 4.6 aufgetragen. Die Fluoreszenzintensität war für PEMA deutlich höher, als für das
PAA-Hydrogel oder die PEMS-Beschichtung. Auf dem PAA-Hydrogel konnte kaum Fibronektin
adsorbieren, entsprechend der im Vorfeld erwähnten Hypothese, dass eine Modifizierung des
Polyacrylamids vonnöten ist – entweder durch reaktive Vernetzer oder durch Aufbringen eine
Beschichtung – um Proteine daran anzubinden. Somit können Zellen auf unveränderten PAA-
Hydrogelen nicht adhärieren. In den Versuchen (Abschnitt 3.5.1 und 4.3.1) zur Aktivierung der
Rho-GTPasen Rac1 und RhoA wurde dies ausgenutzt und ein unbeschichtetes PAA-Hydrogel
mit verhinderter Zelladhäsion als Negativkontrolle verwendet.
Der Unterschied in der Menge an adsorbiertem Fibronektin zwischen PEMA und PAA-Hy-
drogel ließ den Schluss zu, dass das MSA-Copolymer stabil an das PAA-Hydrogel gebunden
war. Nach dem Spincoaten und direkt vor der Adsorption von Fibronektin-TAMRA wurde in-
tensiv mit PBS gespült, um schwach haftende Schicht abzulösen. Die homogene Bedeckung auf
PEMA deutet hingegen auf eine lückenlose Beschichtung hin. Auf dem PEMS-beschichteten
PAA-Hydrogel war dagegen kaum Fibronektin-TAMRA gebunden. In der wässrigen Umgebung,
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in der die Fibronektinadsorption durchgeführt wurde, hydrolysieren die Anhydrid-Gruppen
des PEMA zu Säuregruppen, sodass die finale Funktionalisierung der Grenzfläche bei einer er-
folgreichen Beschichtung mit PEMA und PEMS in beiden Fällen gleich wäre. Da aber auf den
PEMS-beschichteten PAA-Hydrogelen kein Fibronektin-TAMRA gebunden war, schien PEMS
während des Spülens von den PAA-Hydrogelen gelöst worden zu sein. Der erbrachte Nachweis
einer Fibronektin-Bedeckung für PEMA aber nicht für PEMS zeigt, dass die Anhydride notwen-
dig für die erfolgreiche Kopplung der MSA-Copolymere an das PAA-Hydrogel sind.
Die Absolutmenge an adsorbiertem Fibronektin wurde für PEMA- und PSMA-beschichtete
Hydrogele in früheren Versuchen der Arbeitsgruppe untersucht. 45 Für beide Beschichtungen
ergab sich eine ähnliche Bedeckung von etwa (350−400)ng ·cm−2. Das entsprach einer hohen
Ligandendichte von≈ 7·1011cm−2 (siehe auch Vergleichswerte in Tabelle 2.1 auf Seite 14). 45 Da
sich die Präparation der Substrate sowie die Bedingungen der Fibronektinadsorption in beiden
Fällen gleichen, darf hier von einer ähnlichen Menge an adsorbiertem Fibronektin und einer
kompletten Bedeckung der Substrate mit einer Monolage ausgegangen werden.
Mit den PAA-Hydrogelen, deren E-Modul bestimmt wurde und auf denen eine stabile MSA-
Copolymerschicht aufgetragen wurde, konnten nun Versuche mit Zellen durchgeführt wer-
den, die das adsorbierte Fibronektin als Adhäsionsligand nutzen. In den beiden folgenden Ab-
schnitten bilden die Zellkultursubstrate den Ausgangspunkt für die Zellzugkraftmikroskopie
(Abschnitt 4.2) und für die Untersuchung der Aktivierung von Signalproteinen (Abschnitt 4.3).
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4.2 Zellzugkraftmessung während der initialen Zelladhäsion
Die charakterisierten Zellkulturträger des vorhergehenden Abschnitts wurden nun in der Zell-
zugkraftmikroskopie eingesetzt. Die Ergebnisse in diesem Abschnitt sind in ähnlicher Form
in Müller et al. 185 erschienen. Für die Versuche wurden Hydrogele mit einem Elastizitätsmo-
dul von 2,5kPa („weiches“ Hydrogel), 5,0kPa („mittelhartes“ Hydrogel) und 9,0kPa („hartes“
Hydrogel) hergestellt und mit PEMA beziehungsweise PSMA beschichtet. Bevor auf die Un-
terschiede in der Zelladhäsion hinsichtlich der Substrateigenschaften eingegangen wird, wer-
den die Gemeinsamkeiten aller beobachteten Zellen bezüglich der Zeitabhängigkeit von Fläche
und Kraft diskutiert.
4.2.1 Ausbreitung von Zellen während der initialen Adhäsion
Für die Zellzugkraftmikroskopie wurden HUVECs auf beschichtete Polyacrylamidyhydrogele
ausgesät und deren initiale Adhäsion während der ersten zwei Stunden verfolgt. Hierfür wur-
den am Mikroskop pro Versuch 10 bis 15 der aus einer Suspension kommenden, kugeligen
Zellen ausgewählt, nachdem sie auf die Oberfläche gesunken waren. Im Anschluss wurden Bil-
der der Zellen im DIC-Modus als auch Fluoreszenzbilder der obersten Hydrogelschicht un-
ter den Zellen aufgenommen um die Substratdeformationen während der Adhäsion zu verfol-
gen (für Details in der Durchführung siehe Abschnitt 3.4.1). Für alle Substratbedingungen sind
Beispiele adhärierender Zellen in Abbildung 4.7 gezeigt. Allein anhand der Bilder lassen sich
keine Unterschiede im Zellverhalten auf verschieden steifen und adhäsiven Substraten fest-
stellen. Die äußerlich sichtbaren Merkmale adhärierender Zellen (Membranbläschen, Zellfort-
sätze, Lamellipodien etc.), die im Grundlagenkapitel 2.2.3 geschildert wurden, konnten beob-
achtet werden. Diese Phänomene wurden allerdings weder systematisch untersucht noch de-
ren Auftreten quantifiziert. Die Zellen lagen zunächst kugelig auf der PAA-Hydrogel-Oberfläche
(Abbildung 4.7 bei 0min). Während dieser Zeit konnten bei einigen Zellen Membranbläschen
(weiße Dreiecke) und kleine Zellfortsätze (weiß umrandete Dreiecke) beobachtet werden. Da-
nach begann das schnelle Ausbreiten der Zelle durch Abflachen des Zellkörpers (Abbildung 4.7
bei 9min). Während sich die Zellränder nach außen schoben, änderte sich die nahezu runde
Zellform kaum. Bei den meisten Zellen war die Flächenzunahme nach etwa 60min abgeschlos-
sen.
Die zeitliche Veränderung der Fläche sollte nun quantifiziert werden. Dafür wurde manu-
ell die Zellkante in DIC-Bildern aus Zeitserien von 170 Zellen (auf verschiedenen Substraten)
bestimmt (Abbildung 4.8A) und Bildstapel mit Binärbildern der von der Zelle belegten Fläche
erstellt. Daraus wurde dann die Zellfläche mit Ablauf der Zeit errechnet. Die Zellfläche wurde
gegen die Zeit aufgetragen und die Kurven wurden jeweils so in der Zeit verschoben, dass der
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Abbildung 4.7
Adhärierende Zellen auf PAA-Hydrogelen. Beispiele für HUVECs nach 9 min, 30 min und 60 min auf
PAA-Hydrogelen mit 2,5kPa, 5,0kPa und 9,0kPa Steifigkeit und PEMA- und PSMA-Beschichtung. Mar-
kiert sind Membranbläschen (Weiße Dreiecke) und Zellfortsätze (Weiß umrandete Dreiecke). Subtrak-
tion eines gemittelten Bildes zur Erhöhung des Kontrasts der DIC-Bilder. Bildgröße: 161µm×161µm.
69
4 Ergebnisse und Diskussion
0 min 9 min 30 min 60 min1 2 3 4
A
B
1
2
3 4
0
1000
2000
3000
4000
0 30 60 90 120
t /min
A
/µ
m
2
Fläche
Näherung
C
Abbildung 4.8
Bestimmung der Zellfläche. (A) Die Bestimmung der Zellfläche erfolgte durch manuelles Nachzeich-
nen der Zellränder im DIC-Bild. Die HUVEC in der Bildfolge adhäriert auf einem 9 kPa-PAA-Hydrogel
mit PSMA-Beschichtung. (B) Für die Zelle aus A wird die Veränderung des Zellrandes von Beginn der
Adhäsion (violett) bis abgeschlossene Ausbreitung (gelb) gezeigt. Der Zeitabstand zwischen 2 Kontu-
ren beträgt 3min. Die Bildgröße in A und B beträgt 100 µm. (C) Die Zellfläche AZelle(t ) über 2 h für das
Beispiel aus A und B. Die Bilder in A entsprechen den markierten Zeitpunkten (gelb-grüne Dreiecke).
AZelle(t ) wird mit einer exponentiellen Kurve (blau; Gleichung 3.9: A (t )= Ages
(
1−e−t/τ)) genähert und
die Maximalfläche Ages und die charakteristische Zeit τ aus der genäherten Kurve ermittelt.
Beginn des schnellen Zellwachstums bei t = 0 lag. Die Fläche nahm in den ersten zehn Minu-
ten schnell zu und im Anschluss verlangsamte sich das Wachstum (Abbildung 4.8B). Die Kur-
ven wurden mit einem exponentiellen Näherung (siehe Gleichung 3.9: A (t ) = Ages
(
1−e−t/τ)
und Abbildung 4.8C) genähert. Es wurden zwei Parameter bestimmt: zum einen die Gesamt-
fläche Ages als Asymptote der Fläche nach unendlicher Zeit und die charakteristische Zeit τ als
Zeitkonstante der Kurve, das heißt, ein Maß für die Zeit, in der die Ausbreitung der Zelle zum
Abschluss kommt.
Diese Ergebnisse wurden für alle Zellen gemittelt und sind in Abbildung 4.9 in Abhängigkeit
vom E-Modul des PAA-Hydrogels und Ligandenaffinität aufgetragen. Der komplette Datensatz
kann im Anhang in Tabelle A.1 eingesehen werden. In 4.9A sind die Ergebnisse für die maxi-
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Abbildung 4.9
Zellfläche nach Substrateigenschaften. (A) Die Fläche maximal ausgebreiteter Zellen Ages und (B) die
charakteristische Zeit τ aufgetragen in Abhängigkeit des Elastizitätsmoduls für verschiedene Beschich-
tungen (Ligandenaffinität: PSMA > PEMA). Beide Größen wurden durch Näherung des Zeitverlaufs mit
einer exponentiellen Gleichung bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardfehler mit n ≥ 15.
Die zugrunde liegenden Daten sind im Anhang aufgelistet (siehe Tabelle A.1). Nur für den Elastizitäts-
modul ergibt sich ein signifikanter Einfluss auf die charakterische Zeit τ (ANCOVA-Analyse mit statis-
tischer Signifikanz bei p < 0,05). Details zur statistischen Analyse finden sich in Abschnitt 3.4.4 und im
Anhang A.3.1.
male Gesamtzellfläche Ages gezeigt. Der Abbildung kann kein kontinuierlicher Trend der Zell-
fläche über die drei untersuchten E-Moduln entnommen werden. Zwar gab es eine schwache
Zunahme von 5,0kPa auf 9,0kPa, andererseits nahm von 2,5kPa auf 5,0kPa die Gesamtzell-
fläche leicht ab. Obwohl die Flächenunterschiede auf unterschiedlich steifen PAA-Gelen mit
PSMA-Beschichtung stärker ausgeprägt waren als auf solchen mit PEMA-Beschichtung, wies
die Ligandenaffinität keinen signifikanten Einfluss auf. Für die charakteristische Zeit τ (Ab-
bildung 4.9B) hingegen konnte sowohl für Zellen auf PSMA- als auch auf PEMA-Beschichtung
eine Abnahme mit der Steifigkeit von 2,5kPa bis 9,0kPa beobachtet werden, die sich auch als
statistisch signifikant erwies. Diese Abnahme war für die PSMA-Beschichtung (hohe Liganden-
affinität) stärker ausgeprägt als für PEMA.
4.2.2 Diskussion der Ausbreitung von Zellen
Die Ergebnisse zur Dynamik der Zellausbreitung werden nun im Kontext anderer Veröffentli-
chungen bewertet. Für die Näherung der Kurven wurde eine Exponentialgleichung gewählt, da
diese eine einfache Form hat: es gibt wenige freie Parameter, die sich zudem noch gut inter-
pretieren lassen. Eine Näherung mit sigmoidalen Kurven, beziehungsweise der Errorfunktion,
setzte voraus (siehe auch Tabelle 2.2 in Abschnitt 2.2.4), dass auch die Zellfläche vor Beginn
des starken Wachstums zuverlässig bestimmt wurde. Publikationen in denen diese beiden Nä-
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herungen durchgeführt wurden, hatten für diesen Zeitabschnitt eine deutlich höhere Daten-
dichte zur Verfügung. 97,127 Selbiges gilt für die abschnittsweise Näherung durch Potenzgesetze.
Ebenso wenig ließ sich, wie in anderen Publikationen136–138, eine Unterteilung der Flächenkur-
ven in drei zeitliche Phasen vornehmen, da die ersten beiden Phasen (Zelle liegt auf dem Sub-
strat; Zelle breitet sich schnell aus) aufgrund des schnellen Ablaufs nur mit sehr wenig Daten
unterlegt werden konnten. Außerdem verlief der Übergang in die letzte Phase (Flächenwachs-
tum verlangsamt sich, beziehungsweise ist abgeschlossen) kontinuierlich und ließ sich nicht
klar abtrennen. Deshalb wurde die Exponentialgleichung für die Näherung gewählt, da sie ei-
ne hohe Übereinstimmung mit den Daten aufwies und robust durchgeführt werden konnte.
Eine Gleichung dieser Form wurde auch in einer anderen Publikation bei Untersuchung der
Flächenzunahme während der initialen Adhäsion unter Berücksichtigung der Membranspan-
nung und Adhäsionsenergie hergeleitet. 129 Daraus lässt sich schließen, dass die Näherung mit
einer solchen Funktion zulässig ist. Alle Zeitgesetze der Ausbreitung von Zellen, die in der Ver-
gangenheit formuliert wurden, waren entweder rein empirische Näherungen experimenteller
Daten, oder es waren physikalische Modelle, deren allgemeine Gültigkeit in Experimenten bis-
her noch nicht nachgewiesen werden konnte.
Nach der Dynamik soll nun die Substratabhängigkeit der Ausbreitung von HUVECs mit ande-
ren Arbeiten verglichen werden. In einer Studie, die den Versuchen dieser Dissertation voraus
ging, wurde unter Verwendung desselben Sets an Substratparametern gefunden, dass sich HU-
VECs auf steiferen PAA-Hydrogelen weiter ausbreiteten – im Gegensatz zu den hier gefundenen
Ergebnissen –, dass aber keine Unterschiede in der Ausbreitung der Zellen auf den verschiede-
nen Beschichtungen existierten. 45 Die Befunde widersprechen aber dieser Arbeit, wenn be-
rücksichtigt wird, dass dort Zellen nach 60 min Adhäsion betrachtet wurden und die Ausbrei-
tung der Zellen auf steiferen Substraten, wie in Abbildung 4.9B zu sehen, schneller vonstatten
ging.
In einer kürzlich erschienenen Publikation, Nisenholz et al., 127 wurde der zeitliche Verlauf
von Fläche und Kraft während der initialen Adhäsion gemessen und mit einem ausführlichen
Modell beschrieben. Die Substrateigenschaften wurden als veränderliche Parameter mit in das
Modell integriert (siehe Abschnitt 2.2.4). Der funktionelle Zusammenhang, der letztlich für die
Fläche hergeleitet wurde, hatte eine andere Form (sigmoidal, Tabelle 2.2) als jener, der in dieser
Arbeit verwendet wurde. Die Parameter hingegen beschreiben ähnliche Größen und deren er-
mittelte Abhängigkeiten lässt sich deshalb mit den in dieser Arbeit empirisch gefundenen ver-
gleichen. Dabei wurde experimentell eine Zunahme der Gesamtzellfläche mit dem E-Modul
der EZM festgestellt. Dieser Zusammenhang ging für große Steifigkeiten (über 10kPa) in die
Sättigung. In dieser Arbeit ließ sich eine Zunahme der Zellfläche hingegen nicht beobachten,
obwohl der hier untersuchte Bereich an E-Moduln in etwa mit dem übereinstimmt, für den
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eine starke Abhängigkeit der Fläche von der Steifigkeit berichtet wurde. In einer anderen Pu-
blikation 78 wurde auch eine Sättigung der Fläche (für HUVECs) beobachtet, jedoch trat diese
erst bei etwas höheren Steifigkeiten auf. Für die Versuche wurden jedoch Polydimethylsiloxan-
Substrate (PDMS) mit flexiblen Säulen verwendet, deren Geometrie die Steifigkeit vorgibt. Die
gemessenen Zellflächen waren ähnlich oder etwas kleiner als die in dieser Arbeit beobachteten
(.3000µm2). Ebenso wie verschiedene Zelltypen ihre maximale Zellfläche bei anderen Steifig-
keiten erreichen, 75,76 hängt auch die substratabhängige Regulierung der Zellfläche von mehr
Faktoren als der Steifigkeit ab, sodass sich Ergebnisse nicht immer auf einen anderen Versuchs-
aufbau übertragen lassen. 186 Es ist also anzunehmen, dass sich die Abhängigkeit unter den hier
verwendeten Bedingungen bei noch kleineren E-Moduln beobachten ließe und die Versuche
hier im Bereich der gesättigten Zellflächen durchgeführt wurden.
Für weiche, viskose Substrate wurde in einer weiteren Studie gezeigt, dass die Relaxation von
Spannung zu einer größeren Zellfläche gegenüber Substraten mit gleichem initialen E-Modul
führen kann. 79 Von dem Ergebnis lassen sich Parallelen zur Zellfläche in Abhängigkeit von der
Ligandenaffinität ziehen. Ähnlich wie in jener Studie kann hier die höhere Mobilität der Li-
ganden (PEMA) die Relaxation von Kräften durch die verstärkte Reorganisierung von Liganden
kompensieren, sodass die Zellfläche auf PEMA letztlich ebenso groß ist wie auf PSMA.
Der Parameter τ zeigte eine Abnahme mit zunehmendem E-Modul (Abbildung 4.9C), die ei-
nem linearen Zusammenhang zu folgen schien. Die Zellen breiteten sich demnach auf steife-
ren Substraten schneller aus. Diese Abhängigkeit bestätigt die Ergebnisse einer anderen Stu-
die 140, in der das Flächenwachstum mit einem Potenzgesetz genähert und einen Einfluss des
E-Moduls auf den Exponenten sowohl gemessen, als auch hergeleitet wurde. In den Experi-
menten von Nisenholz et al. 127 hingegen – die zu den Versuchen hier grundsätzlich äquiva-
lent waren, aber einen etwas größeren Bereich an E-Moduln abgedeckt haben – wurde keine
Abhängigkeit der Zeitkonstante vom E-Modul gemessen. Auch die Proportionalität der Zeit-
konstante zum Zell-Substrat-Reibungskoeffizienten, in den auch der E-Modul in deren linea-
ren Modell einfloss (siehe Gleichung 2.1), konnte in ihren Versuchen nicht nachgewiesen wer-
den. In der nichtlinearen Erweiterung des Modells (Abschnitt 2.2.4) wurde ein Parameter λ
für die Dehnungsversteifung des Zytoskeletts eingeführt, der bei starker Dehnungsversteifung
(=großemλ) zu einem Anstieg der Spannung im Zytoskelett während der Zellausbreitung führt.
Gegen diesen Anstieg der Spannung muss die Zelle während ihres Wachstums arbeiten und so
verkürzt die Dehnungsversteifung die Zeitdauer der Zellausbreitung. Mit Zunahme der Zell-
Substrat-Reibung kommt auch die Dehnungsversteifung schneller zum Tragen, da die Rück-
stellkräfte im Substrat größer sind. Letztendlich kann ein großer Dehnungsversteifungskoef-
fizient λ zur Umkehr des Zusammenhangs aus dem linearen Modell und damit zu einer Ab-
nahme der Zeitkonstante bei Zunahme der Zell-Substrat-Reibung führen. Einige Aspekte der
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Beschreibung passen in Grundzügen, anders als das lineare Modell, gut auf die in dieser Ar-
beit beobachtete Dynamik der Ausbreitung von Zellen. Zum Beispiel kann die Dehnungsver-
steifung als Ursache für die in Abbildung 4.9C aufgetragene lineare Abnahme von τ mit Zu-
nahme des E-Moduls interpretiert werden. Und auch die verschiedenen Anstiege von τ für die
Ligandenaffinitäten komplettieren das Bild, wenn man die Ligandenaffinitäten als veränderli-
che Dissoziationsrate von Liganden und damit als weiteren Einflussfaktor auf die Zell-Substrat-
Reibung interpretiert (siehe Formel 2.1 Abschnitt 2.2.4). Demnach konnte eine Dehnungsver-
steifung des Zytoskeletts die gefundenen substratabhängig verschiedenen Zeitkonstanten der
Zellausbreitung erklären.
4.2.3 Zellzugkraftentwicklung während der initialen Adhäsion
Nach der Untersuchung der Ausbreitung der Zellen wurden die Zellzugkräfte in den Blick ge-
nommen. Dafür wurden Datensätze von 55 Zellen auf PAA-Hydrogelen mit definierter Stei-
figkeit und Beschichtung ausgewählt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte wie in Abbil-
dung 3.2 und Abschnitt 3.4.1 beschrieben. Die Fluoreszenzbilder der obersten Hydrogelschicht
aus der Zeitserie wurden mit einem Referenzbild des relaxierten PAA-Hydrogels aus derselben
z-Ebene verglichen und durch ein iteratives Verfahren die Verschiebung der Fluoreszenzkugeln
und damit die Deformation des PAA-Hydrogels errechnet. Beispielbilder für Verschiebungs-
felder von Zellen auf den Substraten werden in Abbildung 4.10 gezeigt. Das mit 9kPa steifste
PAA-Hydrogel wurde durch die Zellen weniger deformiert als die weicheren PAA-Hydrogele.
Die maximale Auslenkung des PAA-Hydrogels an einzelnen Stellen betrug etwa 2,5µm. Aus
den Verschiebungsfeldern wurde nun auf die wirkenden Zellzugspannungen geschlossen. In
die Berechnung floss auch der Elastizitätsmodul aus Abschnitt 4.1.1 ein. Die zu den Verschie-
bungsfeldern in Abbildung 4.10 gehörigen Zellzugspannungsfelder sind in Abbildung 4.11 ge-
zeigt. Durch die Abhängigkeit der Zellzugspannung vom Elastizitätsmodul wurden die geringe-
ren Deformationen in den Verschiebungsfeldern auf steiferen PAA-Hydrogelen überkompen-
siert und die wirksamen Zugspannungen sind größer als auf den weicheren PAA-Hydrogelen.
Weiterhin sieht man, dass die Auslenkungen sich auf größere Bereiche des PAA-Hydrogels er-
streckten als die errechneten Zellzugspannungen (entsprechend den Voraussetzungen für die
Berechnung mit der Greenschen Funktion: punktförmige Kräfte bewirken eine mit 1/r abneh-
mende Auslenkung des PAA-Hydrogels 55). Die Kräfte wirken insbesondere an den Zellrändern,
während die Deformationen bis weit in das PAA-Hydrogel jenseits der Zellränder reichen.
Die errechneten Zellzugspannungen lagen, ebenso wie die Verschiebungen, auf einem regel-
mäßigen Gitter mit 3,2µm Abstand der Messpunkte. Die Auflösung ist nicht hinreichend um
Zellzugkräfte mikrometergroßen fokalen Adhäsionen zuzuordnen. 176 Allerdings bedingen prä-
parative Gründe diese grobe Auflösung (siehe Abschnitt 3.4.2). Nichtsdestotrotz ließen sich Re-
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gionen unter dem Zellkörper eingrenzen, die eine große Anzahl an kraftvermittelnden Adhäsi-
onsstellen bargen. Weiterhin ist die Auflösung vergleichbar mit anderen Verfahren zur Messung
von Zellzugkräften, für die beispielsweise Säulen aus PDMS verwendet werden, deren Auslen-
kung die wirkenden Zellzugkräfte anzeigen.
Aus den Zellzugspannungsfeldern wurde die Gesamtkraft Ftot durch Summierung aller Zug-
spannungswerte innerhalb der (leicht erweiterten) Zellkontur und Multiplikation mit der Zell-
fläche errechnet (siehe Gleichung 3.6). Diese Größe ermöglicht es, die Kraftentwicklung ver-
schiedener Zellen zu vergleichen. Vor einem Vergleich der verschiedenen PAA-Hydrogelen wur-
de zunächst die zeitliche Entwicklung der Zellzugkräfte untersucht und ein Bezug zur Fläche
hergestellt. In Abbildung 4.12A ist der Verlauf für die Fläche einer Zelle während der ersten
120 min Adhäsion aufgetragen. Die dazugehörige Gesamtkraft Ftot ist in Abbildung 4.12B ge-
zeigt. Man sieht, dass die Kraftentwicklung zeitlich verzögert zur Zunahme der Fläche erfolgte.
Dieser Abstand trat bei allen Zellen unabhängig vom Substrat auf und betrug im Mittel etwa
25 min. Die Kraftkurven lassen sich in Zeitabschnitte, im Folgenden als „Regime“ bezeichnet,
unterteilen (Details zur Festlegung in „Material und Methoden“ unter Abschnitt 3.4.1). Das ers-
te Regime R0, siehe Abbildung 4.12B, bezeichnet den Zeitabschnitt während dessen die Kraft
noch auf einem niedrigen Niveau verharrte, aber die Fläche bereits stark zu wachsen begann.
In R1 stieg die Kraft an und das Flächenwachstum verlangsamte sich. Im letzten Regime R2
erreichten sowohl die Fläche als auch die Kraft ihren jeweiligen Maximalwert. Die einzelnen
Regime werden im folgenden Abschnitt 4.2.5 im Detail betrachtet.
4.2.4 Diskussion der Zellzugkraftentwicklung
Der zeitliche Verlauf der Kraft während der initialen Adhäsion entsprach den Erwartungen.
Unbeeinflusst von den Substratbedingungen hatten die Kraftkurven eine ähnliche Form und
ließen eine Unterteilung in wiederkehrende Abschnitte zu. Daraus lässt sich schließen, dass
die zugrunde liegenden, intrazellulären Prozesse in der Kraftentwicklung unabhängig von den
Substrateigenschaften ähnlich ablaufen. In anderen Publikationen wurde bereits berichtet, dass
die Ausbreitung der Zellen der Kraftentwicklung voraus ginge. 101,127,141,187 Das wurde damit
begründet, dass die Ausbildung von kraftvermittelnden Adhäsionsstellen zeitlich verzögert auf
die Abflachung der Membran folgte. 187 In den Versuchen dieser Arbeit gab es aber auch eine
zeitweise parallel verlaufende Flächen- und Kraftzunahme, die auch schon an anderer Stelle
beobachtet wurde. 86 Danach ging die Kraft nach variabler Zeit in die Sättigung. Während ei-
nige Zellen ihre Kräfte in der Folge auf einem nahezu konstanten Niveau hielten; kam es in
anderen Fällen zu einer Fluktuation von Kräften um eine mittlere Kraft, oder sogar zu einer Re-
laxation. Durch gleichzeitige Beobachtung der Zellen mit DIC ließ sich darauf schließen, dass
die Schwankungen mit Änderungen des Zellverhaltens begründet werden konnten: selbst nach
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Abbildung 4.10
Verschiebungsfeld. Beispiele für Verschiebungsfelder von HUVECs nach 9 min, 30 min, 60 min und
120 min auf PAA-Hydrogelen mit 2,5kPa, 5,0kPa und 9,0kPa Steifigkeit und mit PEMA- und PSMA-
Beschichtung. Die Bildgröße beträgt jeweils 161µm×161µm.
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Abbildung 4.11
Zellzugspannungsfeld. Beispiele für Zellzugspannungsfelder von HUVECs nach 9 min, 30 min, 60 min
und 120 min auf PAA-Hydrogelen mit 2,5kPa, 5,0kPa und 9,0kPa Steifigkeit und mit PEMA- und PSMA-
Beschichtung. Die Bildgröße beträgt jeweils 161µm×161µm.
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Abbildung 4.12
Entwicklung der Fläche und Kraft während der in-
itialen Adhäsion. (A) Die Flächen- und (B) Kraftent-
wicklung während der initialen Zelladhäsion. Bei-
de Kurven wurden relativ in der Zeit verschoben,
sodass der Beginn der schnellen Flächenzunahme
auf den Zeitpunkt t = 0min fiel. Die Kraftzunahme
erfolgte zeitlich verzögert gegenüber der Flächen-
zunahme. Die Kraftkurven ließen sich in Regime
unterteilen, die wiederkehrende Abschnitte im Ver-
lauf der Kraftkurven verschiedener Zellen bezeich-
nen. Die HUVEC adhärierte auf einem 9kPa-PAA-
Hydrogel mit PSMA-Beschichtung.
kompletter Ausbreitung der Zelle konnte es zu einer lokalen Ablösung der Zellmembran und
erneuter Adhäsion an anderer Stelle kommen. Weiterhin begannen manche Zellen zu migrie-
ren oder sich zu polarisieren. All diese Prozesse stehen im Zusammenhang mit der Auflösung
von Adhäsionsstellen und der Neuausrichtung des Aktinzytoskeletts. Daraus folgt die Relaxa-
tion und Schwankung von Kräften. 37,74,101,142 Ein Vergleich der Kraftregime mit den eingangs
erwähnten Phasen der Ausbreitung von Zellen (Abbildung 2.5 in Abschnitt 2.2.3), ergibt, dass
sich die ersten beiden Phasen (P0 und P1) aufgrund der zeitlich verzögerten Kraftentwicklung
in das erste Regime, also R0, einordnen lassen. 136–138 P2 mit verlangsamtem Zellwachstum wä-
re dann in R1 zu verorten. In dieser Arbeit wurde sich bei der Einteilung allerdings alleinig auf
die Kräfte, und nicht auf die Fläche, bezogen.
Trotz der Gemeinsamkeiten war eine Einschränkung der Datenmenge auf 55 „saubere“ Da-
tensätze nötig, da die Berechnung der Gesamtkraft Ftot wegen der großen Anzahl an vorausge-
henden Berechnungsschritten anfällig für Fehler ist. Fehlerhaft berechnete Zellzugkraftfelder
wurden aussortiert. Noch weniger war es möglich, den gesamten zeitlichen Verlauf der Ge-
samtkraft (über 2 h) mit einem universell gültigen Zusammenhang zu nähern. Eine solche Nä-
herung ist bisher nur in einer Studie durchgeführt wurden, bei der auf Basis eines theoretischen
Modells eine Funktion für die Kraft hergeleitet und auf einen realen Datensatz angewandt wur-
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de. 127 Der funktionelle Zusammenhang aus jener Studie (Gleichung 2.3 des nichtlinearen An-
satzes im Abschnitt 2.2.4 unter „Grundlagen“) wurde auch testweise auf den Datensatz, der
dieser Arbeit zugrunde liegt, angewandt. Dabei konnte nur in einzelnen Kurven eine hinrei-
chende Näherung erzielt werden.
4.2.5 Substratabhängigkeit der Zellzugkraftentwicklung
Nachdem die Gemeinsamkeiten zwischen den Kraftkurven diskutiert wurden, soll nun auf die
Absolutwerte der Kräfte in Abhängigkeit von den Substrateigenschaften eingegangen werden.
Die PAA-Hydrogele wurden mit Elastizitätsmoduln von 2,5kPa, 5,0kPa und 9,0kPa in drei ver-
schiedenen Steifigkeiten hergestellt. Darauf wurde jeweils eins von zwei verschiedenen MSA-
Copolymeren aufgebracht, welches die Ligandenaffinität des Substrats eingestellt hat. PSMA
hatte eine größere Hydrophobizität als PEMA und somit war auch die Affinität für Liganden
höher, beziehungsweise die Mobilität der Fibronektinliganden geringer. 110 Mit allen Kombi-
nationen an Elastizitätsmoduln und Ligandenaffinitäten wurden mehrere Experimente durch-
geführt und ein Datensatz von insgesamt 55 Zellen ausgewertet.
Im letzten Unterabschnitt 4.2.3 wurde die Unterteilung der Kurven der Gesamtkraft Ftot be-
schrieben. Die Unterteilung in Regime entspricht jener, welche von Mitrossilis et al. 103 vorge-
nommen wurde. Darin adhärierten die Zellen zwischen zwei als Kraftsensoren dienende Plat-
ten und die Kontraktionskräfte der Zellen während der Adhäsion wurden zeitaufgelöst gemes-
sen. Aus der Unterteilung wurden drei charakteristische Größen der Kurven gewonnen, sie-
he Abbildung 4.13A (Details zur Berechnung siehe „Material und Methoden“ Abschnitt 3.4.1).
Zum einen wurde im Regime R1 im Bereich mit nahezu linearem Wachstum der Gesamtkraft
Ftot eine Näherung mit einer Gerade durchgeführt, um mit dem Anstieg (∆Ftot/∆t )R1 ein Maß
für die Kraftentwicklung zu gewinnen. Des Weiteren wurde die Übergangszeit TR1−R2 von Re-
gime R1 zu Regime R2 untersucht und auf die Zeit festgelegt, zu der die Kraft 80 % des ersten
lokalen Maximums der Kurve erreicht. Das ist die Zeit, zu der die Gesamtkraft in die Sättigung
geht. Zuletzt wurde noch im Regime R2 das geometrische Mittel F tot,R2 über alle Werte der
(prinzipiell) gesättigten Gesamtkraft gebildet, da sich zeigte, dass diese einer logarithmischen
Normalverteilung folgten. Fluktuationen in den Kräften wurden nicht gesondert ausgewertet.
Es ergaben sich substratabhängig Unterschiede zwischen den Größen, wie beispielhaft in der
Abbildung 4.13B für drei Kurven der Gesamtkraft von Zellen auf PAA-Hydrogelen mit unter-
schiedlicher Steifigkeit und PEMA-Beschichtung entnommen werden kann.
In den Beispielkurven sieht man, dass der Anstieg (∆Ftot/∆t )R1 in R1 mit der Steifigkeit des
Substrats zunahm. In Abbildung 4.14A ist der mittlere Anstieg für alle Substratbedingungen
aufgetragen. Aus der Abbildung geht deutlich hervor, dass der Anstieg von Ftot proportional
zur Steifigkeit des Substrats war. Dieser Zusammenhang ergab sich unabhängig von der Ligan-
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denaffinität, allerdings waren die Anstiege etwas höher für die Beschichtungen mit größerer
Ligandenaffinität (PSMA). Weiterhin wurde die Zeit bestimmt, zu der die Kraft in die Sättigung
überging (Übergangszeit TR1−R2). Die gemittelten Werte sind in Abbildung 4.14B aufgetragen.
Die Sättigung der Kräfte geschah auf PAA-Hydrogelen mit hohem Elastizitätsmodul zu früheren
Zeiten, wie die Beispielkurven in Abbildung 4.13B ebenfalls verdeutlichen. Am schnellsten trat
die Sättigung auf den 9kPa-Hydrogelen mit PSMA-Beschichtung ein (nach etwa 30 min). Am
längsten dauerte es auf den mit 2,5kPa weichsten Hydrogelen (etwa 50 min), wobei hier kaum
ein Unterschied zwischen den Beschichtungen festgestellt werden konnte. Wenn man hinge-
gen die Werte der beiden Beschichtungen bei allen drei Steifigkeiten vergleicht, dann scheint
die Sättigung insgesamt auf PSMA schneller zu verlaufen. Zuletzt wurde noch der Mittelwert
F tot,R2 der gesättigten Gesamtkraft in R2 untersucht. Die beiden Trends – das heißt der schnel-
lere Anstieg in R1 und das frühere Abflachen während des Übergangs von R1 zu R2 für mit grö-
ßerer Steifigkeit sowie höherer Ligandenaffinität – kompensieren sich nicht gegenseitig, sodass
die gesättigte Gesamtkraft F tot,R2 ebenso mit dem Elastizitätsmodul ansteigt. Hierbei zeigte
sich allerdings eine größere Zunahme von 2,5kPa auf 5,0kPa, als von 5,0kPa auf 9,0kPa. Diese
Differenzen traten unabhängig von der Ligandenaffinität auf: auf PSMA war die Kraft über alle
untersuchten E-Moduln hinweg um einen konstanten Betrag von etwa 200nN (entspricht 20 %
bis 30 %) höher als auf PEMA. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass bei größerer Steifigkeit
und größerer Ligandenaffinität die Zunahme von Kräften schneller erfolgte und die Kräfte ein
höheres Niveau erreichten.
Die eben geschilderte Auswertung der Kurven von Ftot wurde in gleicher Form auch für das
Nettokontraktionsmoment Mnet (siehe Gleichung 3.8) durchgeführt. Hierfür wurden die Zell-
zugspannungen mit ihrem Abstand vom Schwerpunkt der Zugspannungen gewichtet. Aus Un-
terschieden der Substratabhängigkeit von Ftot zu Mnet ließe sich auf eine Polarisation der Zell-
kräfte schließen (vergleichbar zu einem Kraftdipolmoment). Da es allerdings nur kleine Unter-
schiede zwischen der Substratabhängigkeit beider Größen gab, scheinen HUVECs im Bereich
der untersuchten Substratparameter keine ausgeprägten Unterschiede in der Zellmorphologie
zwischen den Substraten aufzuweisen (siehe auch Beispielbilder in Abbildung 4.7). Die Ergeb-
nisse sind somit nur im Anhang (Abbildung A.1 und Tabelle A.3) aufgeführt und werden hier
nicht weiter diskutiert.
Zusätzlich zu der Gesamtkraft Ftot und dem Nettokontraktionsmoment Mnet wurde zu je-
dem Zellzugspannungsfeld die maximale Zugspannung Tmax und die Dehnungsenergie U (sie-
he Gleichung 3.7) bestimmt. Letztere bezeichnet die Energie, welche die Zelle zur elastischen
Deformation des PAA-Hydrogels einsetzt. Eine Untersuchung der Dynamik beider Größen bot
sich nicht an, da sie sehr starken Schwankungen unterlagen. Die maximale Zugspannung zeig-
te große Unterschiede an aufeinanderfolgenden Zeitpunkten, da es sich nur um einen lokalen
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Abbildung 4.13
Auswertung des zeitlichen Verlaufs der Gesamtkraft an einer Beispielkurve. (A) Zur Auswertung
der Substratabhängigkeit der Zellzugkraftdynamik wurde der zeitliche Verlauf der Gesamtkraft Ftot(t )
in Zeitregime unterteilt. In R1 wurde die lineare Wachstumsphase durch eine Gerade mit Anstieg
(∆Ftot/∆t )R1 genähert, die Übergangszeit TR1−R2 von R1 zu R2 wurde bestimmt und der geometrische
Mittelwert F tot,R2 der Plateauwerte in R2 wurde errechnet. (B) In der Darstellung sind Beispielkurven
für die Gesamtkraft Ftot(t ) auf PAA-Hydrogelen mit verschiedener Steifigkeit und PEMA-Beschichtung
gezeigt. Die gestrichelte Linie markiert jeweils die Übergangszeit TR1−R2.
Wert des Zellzugspannungsfeldes ~T (~r ) handelt. Die Dehnungsenergie war starken Schwankun-
gen unterworfen, da für deren Berechnung der Verschiebungsvektor ~u (~r ) und der Zugspan-
nungsvektor ~T (~r ) an jedem Ort~r multipliziert und über die ganze Zelle integriert wurde. Das
Rauschen im Hintergrund des Verschiebungsfeldes und des Zellzugspannungsfeldes wurden
durch die Multiplikation potenziert und für kleine Energien ergab sich ein ungünstiges Signal-
Rausch-Verhältnis. Aus diesen Gründen wurde ausschließlich jeweils der geometrische Mittel-
wert beider Größen im Regime R2 für alle Substratbedingungen untersucht, das heißt nachdem
die Gesamtkraft der Zellen Ftot in die Sättigung gegangen war.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.15 dargestellt. In A ist der geometrische Mittelwert T max,R2
für die maximale Zellzugspannung Tmax aufgetragen. Die Abhängigkeit vom Elastizitätsmodul
und der Ligandenaffinität ähnelt jener der Gesamtkraft Ftot. Es ließ sich ebenso eine starke Zu-
nahme der maximalen Zellzugspannung von weichen zu mittelharten Substraten beobachten;
für das noch steifere Hydrogel (9,0kPa) blieb die maximale Zellzugspannung hingegen kon-
stant oder nahm sogar leicht ab und der Unterschied zwischen den beiden Beschichtungen war
weniger stark ausgeprägt als für die Gesamtkraft (siehe Abbildung 4.14C). In Abbildung 4.15B
ist der Mittelwert U R2 der Dehnungsenergie U aufgetragen. Die Abhängigkeit von der Steifig-
keit wies hier einen anderen Verlauf auf als jener, der sich für die Gesamtkraft Ftot zeigte. Auf
PAA-Hydrogelen mit mittlerer Steifigkeit (5,0kPa) war die Dehnungsenergie am größten und
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Abbildung 4.14
Substratabhängige Dynamik der Gesamtkraft.
Untersuchung charakteristischer Größen des Zeit-
verlaufs von Ftot(t ). (A) Der Anstieg (∆Ftot/∆t )R1 in
der linearen Wachstumsphase in R1. (B) Die Über-
gangszeit TR1−R2 von R1 zu R2. (C) Der Mittelwert
F tot,R2 in R2. Dargestellt ist der Mittelwert ± Stan-
dardfehler mit n ≥ 7. Die zugrunde liegenden Daten
sind im Anhang aufgelistet (siehe Tabelle A.2). Ein
statistisch signifikanter Einfluss auf alle drei Grö-
ßen lässt sich nur für den Elastizitätsmodul finden.
(ANCOVA-Analyse mit statistischer Signifikanz bei
p < 0,05). Details zur statistischen Analyse finden
sich in Abschnitt 3.4.4 und im Anhang A.3.2.
nahm für das weichere (2,5kPa) und steifere Hydrogel (9,0kPa) jeweils ab. Dieser Zusammen-
hang mit dem Elastizitätsmodul ergab sich auch hier unabhängig von der Ligandenaffinität,
wobei U für Zellen auf PSMA höhere Werte annahm.
4.2.6 Diskussion der substratabhängigen Zellzugkraftentwicklung
Im Abschnitt zuvor wurden die Ergebnisse zur Aufschlüsselung der Zellzugkraftentwicklung
nach Substratbedingungen vorgestellt. Diese Ergebnisse sollen nun in den aktuellen Stand der
Forschung zum Einfluss mechanischer Eigenschaften der Zellumgebung auf die Zugkraftent-
wicklung eingeordnet werden.
Die Gesamtkräfte, die in dieser Arbeit nach Eintritt in die Sättigung bestimmt wurden, lagen
zwischen 300 nN und 1300 nN (siehe Abbildung 4.14C) und waren damit höher als auf flexiblen
PDMS-Säulen für HUVECs (50 nN und 500 nN ) gemessen wurde. 78 In einer weiteren Publika-
tion wurden Zellzugkräfte einer anderen Art Endothelzellen auf PAA-Hydrogelen untersucht.
Die dort ermittelten Zellzugkräfte waren für einen ähnlichen Bereich an Steifigkeiten genau-
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Abbildung 4.15
Substratabhängigkeit von maximaler Zellzugspannung und Dehnungsenergie. Die Mittelwerte (A)
T max,R2 der maximalen Zellzugspannung Tmax und (B) U R2 der Dehnungsenergie U in Regime R2 nach
Sättigung der Gesamtkraft Ftot. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardfehler mit n ≥ 7. Die zugrunde
liegenden Daten sind im Anhang aufgelistet (siehe Tabelle A.4).
so hoch wie in dieser Arbeit. 73 Die Regulierung von Zellkräften durch die Steifigkeit der um-
gebenden EZM ist häufiger Gegenstand der Forschung in der Biophysik (siehe Tabelle 2.1 in
Abschnitt 2.2.2). Die wiederkehrende Hypothese, dass ein steiferes Substrat zu einer Zunahme
an Zellkräften führe, konnte zumindest für den Bereich zwischen 2,5kPa und 5,0kPa in die-
ser Arbeit bestätigt werden. Dieser Zusammenhang galt auch, obwohl die projizierte Fläche
von maximal ausgebreiteten Zellen im gesamten Bereich der untersuchten Elastizitätsmoduln
keine Unterschiede zeigte (Abbildung 4.9A). Die Gesamtkraftentwicklung der Zelle lässt sich
also hier nicht einfach mit der Zellfläche korrelieren, sondern wird direkt durch die Steifigkeit
des Substrats beeinflusst. 73,74,78 Von 5,0kPa auf 9,0kPa nahm die Gesamtzellzugkraft nur noch
wenig zu und die maximale Zugspannung blieb sogar konstant. Das könnte ein Hinweis da-
rauf sein, dass das Potenzial der Zellen zur Kraftentwicklung nahezu ausgeschöpft ist. Dieses
Phänomen wurde bereits für andere Zelltypen nachgewiesen. 77,103
Weiterhin bietet sich ein Vergleich zu einer vorherigen Publikation an, in der dieselbe Kom-
bination an PAA-Hydrogel und MSA-Copolymer verwendet wurde um die Zellzugkraftentwick-
lung eine Stunde nach Aussaat der Zellen zu messen. 45 Dabei wurde ebenso zwischen ver-
schiedenen Ligandenaffinitäten und Steifigkeiten unterschieden. Anders als in dieser Arbeit
wurde dort aber eine Korrelation der maximalen Zellzugspannung mit der Ligandenaffinität
ohne Einfluss der Steifigkeit gemessen (vgl. aber Abbildung 4.15A). Eine einfache Deutung des
Einflusses der Ligandenaffinität besagt, dass die Stärke der Wechselwirkung des Liganden zur
Beschichtung jene Kräfte nach oben hin beschränkt, die durch Rezeptoren auf das elastische
PAA-Hydrogel übertragen werden können, da es andernfalls zum „Abreißen“ oder Verschieben
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des Liganden auf der Oberfläche kommt. In dieser Arbeit wurden hingegen weniger für die ma-
ximalen Zugspannungen als für die Gesamtkraft Unterschiede zwischen den Beschichtungen
beobachtet. Daraus kann geschlossen werden, dass sich der Einfluss mobiler Liganden auf die
gesamte Zelle erstreckte und nicht erst nach lokalem Überschreiten eines für die Liganden-
affinität charakteristischen Schwellenwertes einsetzte. 110 Das steht auch im Einklang mit der
Beobachtung, dass sich bereits während der Zunahme der Kräfte Unterschiede zwischen den
Beschichtungen ergaben (Abbildung 4.14B). So stiegen die Kräfte auf den PSMA-beschichteten
PAA-Hydrogelen schneller an als auf PEMA. Daraus lässt sich ableiten, dass die Mechanismen,
die eine Verringerung der Zellkräfte aufgrund höherer Mobilität der Liganden auslösten, schon
bei geringen Kräften wirkten. Weiterhin geschah das bereits innerhalb einer Zeitspanne zu der
die Entwicklung der Adhäsionsstellen und des Zytoskeletts (inklusive Aktinstressfasern) noch
nicht vollständig abgeschlossen war. 97,105,187 Eine Korrelation der Zellkräfte zu der Entwick-
lung von fokalen Adhäsionen wird in der abschließenden Diskussion in Abschnitt 4.3.6 vorge-
nommen.
Die Untersuchung der Zeiten, zu denen die Kräfte in die Sättigung übergingen
(Abbildung 4.14A), und deren Substratabhängigkeit zeigten deutliche Parallelen zu der charak-
teristischen Zeit τ des Zellwachstums (Abbildung 4.9B). Die Dauer für die Sättigung der Zell-
fläche war zwar etwa 20 min kürzer, aber das ist eine Folge des verzögerten Starts der Kraft-
entwicklung nach Ausbreitung der Zelle. Für steifere Substrate sättigten Zellkräfte schneller als
für weichere Substrate, wobei dieser Zusammenhang für PEMA schwächer ausgeprägt war als
für PSMA. Da die Ausbreitung der Zelle per se vor der aktiven Kraftentwicklung der Zelle er-
folgen muss, könnte man annehmen, dass sie als geschwindkeitsbestimmender Faktor wirkt
und die Dynamik der Kräfte nur eine Folge der schnelleren/langsameren Ausbreitung der Zel-
le ist. Das wäre umso richtiger, da bewiesen wurde, dass auch die Zellfläche, unabhängig von
der Substratsteifigkeit, einen signifikanten Einfluss auf Zellzugkräfte hat. 73 Andererseits könn-
ten auch kurze Zeit nach dem Kontakt der Zellmembran mit der Substratoberfläche Rezeptor-
Liganden-Verbindungen entstanden sein. An diesen wirken dann geringe Kräfte, die zwar zu
klein (wenige nN) sind um mit der Zellzugkraftmikroskopie erfasst zu werden, die aber bereits
den Rückstellkräften des elastischen Substrats und der Mobilität der Liganden auf der Sub-
stratoberfläche angepasst sind. Dadurch kommt es über Rückkopplungsmechanismen zu ei-
ner Aktivierung mechanosensitiver Proteine und folglich zu einer Verstärkung der Rezeptor-
Liganden-Verbindungen. Die Rückkopplung geschieht umso effektiver je stärker die Liganden
an der Oberfläche fixiert sind; sei es durch Reibungskräfte der Liganden auf der Oberfläche
oder durch Widerstand eines elastischen Substrats gegen Dehnung. Für die passive Ausbrei-
tung der Zelle aufgrund adhäsiver Wechselwirkungen ist dieser Rückkopplungsmechanismus
noch nicht nötig, aber führt bereits von Anfang an zu einem substratabhängigen Anstieg der
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Kräfte. Die Rezeptorbindungen ihrerseits sind Voraussetzung für eine weitere Ausbreitung der
Zelle jenseits der passiven Wirkung von adhäsiven Wechselwirkungen mit dem Substrat und
gegen die Erhöhung der Membranspannung. 133,135,138
Eine weitere Interpretationsvariante ergibt sich aus dem im Grundlagenkapitel 2.2.4 aus-
führlich behandelten nichtlinearen Ansatz des Modells von Nisenholz et al. 127 In deren Mo-
dell resultierte der Zeitunterschied zwischen dem Anstieg der Fläche und dem Anstieg der
Kraft aus der Annahme einer nichtlinear-elastischen Verformung des Zytoskeletts unter Span-
nung und der Einführung eines Dehnungsversteifungskoeffizienten λ. Diese Voraussetzung
wirkte sich aber je nach mechanischen Eigenschaften des Substrats auf unterschiedliche Wei-
se aus. Im Abschnitt 4.2.2 wurde die Dehnungsversteifung des Zytoskeletts als mögliche Er-
klärung für das gefundene substratabhängige Wachstums der projizierten Zellfläche erörtert.
Im Fall eines großen λ käme es zu einem schnelleren Abschluss der Ausbreitung von Zellen
für einen großen Zell-Substrat-Reibungskoeffizienten ξs (Gleichung 2.1), zurückzuführen auf
entweder einen großen E-Modul der Matrix E˜m (Steifigkeit) oder eine kleine Dissoziationsra-
te von Rezeptor-Liganden-Paaren k0ub (Ligandenaffinität). Daraus würde ein schnellerer Ab-
schluss der Kraftentwicklung resultieren, denn die Versteifung des Zytoskeletts kommt bei gro-
ßem Widerstand seitens des Substrats schneller zum Tragen. Analog zu dieser Arbeit wurde
auch in einer anderen Publikation eine stefigkeitsabhängige Dynamik der Kraft beobachtet mit
größerer linearer Kraftzunahme für eine steifere Umgebung und eine Sättigung der Plateau-
kräfte für große Steifigkeiten. 103 Die Anpassung der Zelle an die Umgebungssteifigkeit wur-
de darin auch dem Aktinzytoskelett zugeschrieben, genauer, der lastabhängigen Leistung von
Myosin am Aktin, die zu einer Versteifung des Zytoskeletts unter Spannung führt. Da für das
Aktinzytoskelett tatsächlich bereits eine Dehnungsversteifung unter Krafteinfluss beobachtet
wurde, 100–102 wäre das ein plausible Erklärung für die beobachtete Dynamik, aber einen Be-
weis konnte bisher weder durch Modelle, noch experimentell erbracht werden.
Zuletzt wurde auch noch die Dehnungsenergie U im Regime R2 untersucht, welche die Zel-
le in dem elastischen PAA-Hydrogel „speichert“ (Abbildung 4.15B). Diese elastische Energie
führt dazu, dass die Zelle wegen der Rückstellkräfte des Substrats ihre kontraktilen Struktu-
ren (Zytoskelett) ausbaut und dabei auch Gebrauch von der gespeicherten Energie machen
kann. In dieser Arbeit wurde ein Maximum von U für den mittleren untersuchten Elastizi-
tätsmodul festgestellt. Dieses Maximum konnte schon durch die Beträge von Verschiebungs-
und Zellzugkraftfeld vorhergesagt werden (Beispiele in Abbildungen 4.10 und 4.11). Die Deh-
nungsenergie ergibt sich aus Multiplikation der beiden (Gleichung 3.7) und während die Zellen
die PAA-Hydrogele mit zunehmender Steifigkeit weniger auslenken konnten, war die Gesamt-
kraft bereits für den mittleren Elastizitätsmodul nahezu so hoch wie für den höchsten (Ab-
bildung 4.14C). Die umgekehrte Proportionalität für E-Modul und Dehnungsenergie U wurde
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auch in der vorangegangenen Publikation gefunden, 45 konnte hier aber nicht für den Bereich
zwischen dem niedrigsten (2,5kPa) und dem mittleren Elastizitätsmodul (5,0kPa), in dem auch
die maximale Zugspannung Tmax noch nicht ihr Maximum erreicht hatte, bestätigt werden. Al-
lerdings war die Streuung der Werte für das 2,5kPa-Hydrogel auch sehr groß. Ein solches zwei-
phasiges Verhalten, mit Zunahme für geringe E-Moduln bis zum Erreichen eines Maximums
und anschließende Abnahme für größere E-Moduln, wurde schon für die Reorganisation von
Adhäsionsliganden19,21 und die Migrationsgeschwindigkeit von Zellen38,40,92 beobachtet. Da-
bei erweist sich aber, dass für verschiedene Zelltypen andere Bereiche an E-Moduln untersucht
werden müssen, in dem sie jeweils ihr Maximum der betrachteten Größen erreichen. Ebenso
kann angenommen werden, dass Endothelzellen genau in diesem mittleren Bereich der unter-
suchten E-Moduln (5,0kPa) das Maximum an Energie in das Substrat stecken. Eine Untersu-
chung der Dehnungsenergie U mit höherer Auflösung im E-Modul könnte das bestätigen.
Im folgenden Abschnitt sollte der Blick auf biomolekulare Mechanismen ausgeweitet wer-
den, um die Zellzugkraftentwicklung im Zusammenhang mit intrazellulären Prozessen genau-
er erklären zu können. Dafür wurde eine Untersuchung der Dynamik von fokalen Adhäsionen
und deren substratabhängiger Regulierung angestrebt.
4.3 Zellsignale während der initialen Zelladhäsion
Die Zelle übersetzt die mechanischen Reize ihrer Umgebung in intrazelluläre, biochemische
Prozesse, die zum Auslösen von Signalkaskaden führen und deren Resultat zum Beispiel eine
geänderte Genexpression sein kann. Folglich können die Umgebungseigenschaften zu tiefgrei-
fenden Änderungen im Zellverhalten führen. Der letzte Abschnitt fokussierte sich auf die di-
rekte Interaktion der Zelle mit ihrer Umgebung und die Zellzugkräften wurden in Abhängigkeit
von den mechanischen Eigenschaften des Substrats gemessen. Die weiteren Versuche sollten
nun die Prozesse im Inneren der Zelle in den Blick nehmen und Signalproteine identifizieren,
die an der Zelladhäsion beteiligt sind und deren Aktivität die gefundenen Unterschiede zwi-
schen Zellen auf unterschiedlichen Substraten erklären können.
In der Literatur wird eine Vielzahl an Proteinen genannt, die zu wichtigen Signalwegen wäh-
rend der Ausbreitung und Kraftentwicklung von Zellen beitragen. Leider konnte keines der
Proteine im Rahmen dieser Arbeit umfassend untersucht werden. Im ersten Unterabschnitt
werden die Ergebnisse zur Messung der Aktivität von Rho-GTPasen dargestellt. Die darauffol-
genden Unterabschnitte fassen die Ergebnisse einer immunzytochemischen Färbung von Pro-
teinen in fokalen Adhäsionen (FA) zusammen. Untersucht wurden die Form und Größe der FA
sowie die Phosphorylierung von FAK.
86
4.3 Zellsignale während der initialen Zelladhäsion
4.3.1 Aktivierung von Rho-GTPasen
Zunächst sollte die substratabhängige Aktivität von Rho-GTPasen zeitaufgelöst untersucht wer-
den. Die Rho-GTPasen Rac1 und RhoA sind wichtige Akteure in der Entwicklung des Zytoske-
letts. Rac1 beteiligt sich an der Polymerisation von Aktin und folglich wäre eine frühe Akti-
vierung von Rac1 während der Ausbreitung von Zellen in der initialen Phase ihrer Adhäsion
am Zellkultursubstrat zu erwarten (Grundlagen zur Kraftregulierung an fokalen Adhäsionen
und initialen Zelladhäsion in den Abschnitten 2.1.2 und 2.2.3). Signalwege über RhoA bewir-
ken die Entstehung von Aktinstressfasern und fokalen Adhäsionen, die in späteren Stadien der
Zelladhäsion in Erscheinung treten. Zur Aktivierung der Rho-GTPasen wird das im inaktiven
Zustand gebundene GDP gegen GTP ausgetauscht. Diese Reaktion wird in der Zelle durch ei-
nen GTP-Austauschfaktor (guanosine triphosphate exchange factor, GEF) katalysiert. Im GTP-
gebundenen Zustand können die Rho-GTPasen an Signalprozessen teilnehmen.
Die Versuche zur Aktivität von Rho-GTPasen wurden im Rahmen einer Masterarbeit vorge-
nommen. 179,180 Einer der methodischen Ansätze sah die Messung der Aktivierung mittels ei-
nes kommerziell erhältlichen Kits, des G-LISA Activation Assays, vor. Details zur Durchführung
des G-LISA wurden in Abschnitt 3.5.1 beschrieben. Für den G-LISA wurden die zu untersu-
chenden Zellen auf den Substraten lysiert und die Lösung mit den Zellproteinen wurde auf
eine Wellplatte gegeben, die vom Hersteller des Kits mit einem Bindeprotein der Rho-GTPasen
funktionalisiert worden war. Nachfolgend wurden die gebundenen Rho-GTPasen mit Antikör-
pern markiert und durch eine enzymatische Farbreaktion, bei der Chemilumineszenz entsteht,
detektiert. Durch das Verfahren kann nur die aktive Form der Rho-GTPasen nachgewiesen wer-
den.
Um einen Eindruck vom maximal detektierbaren Bereich der Rho-GTPase-Aktivität zu be-
kommen, wurde das Verfahren an idealisierten Zellkulturträgern getestet. Als Negativ-Kontrolle
mit hypothetisch minimaler Rho-GTPase-Aktivität wurden unbeschichtete PAA-Hydrogele
(NK) verwendet, an denen HUVECs kaum adhärieren können. In Erwartung einer hohen Rho-
GTPase-Aktivität wurden Fibronektin-beschichtete Polystyrenpetrischalen als Positivkontrol-
len (PK) verwendet, da sie eine starke Adhäsion der Zellen ermöglichen. Das Verhältnis der Ak-
tivierung von Rac1 auf Positiv- und Negativkontrolle ist in Abbildung 4.16A dargestellt. Zellen
nach 15min bis 60min Adhäsion wurden auf ihre Rac1-Aktivität hin untersucht. Die Menge an
aktivem Rac1 war auf der PK ähnlich hoch oder höher als auf der NK und damit war zumindest
diese Hypothese erfüllt. Allerdings war nach anfänglicher Zunahme von 100 % auf 125 % für
die Zeitpunkte von 15min bis 30min eine Abnahme nach 45min auf 100 % zu verzeichnen. Der
letzte gemessene Wert nach 60min lag wieder auf dem gleichen Niveau wie der Maximalwert
nach 30min. Die Varianz zwischen verschiedenen Ansätzen des G-LISA (zwei bis vier Messwer-
te je Zeitpunkt) war jedoch sehr hoch und so kann dem gemessenen Trend kaum eine Signi-
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Abbildung 4.16
Messung der Aktivierung von Rho-GTPasen mittels G-LISA. Gemessen wurde das Aktivitätsverhält-
nis der Rho-GTPasen (A) Rac1 und (B) RhoA auf Polystyrenpetrischalen (Positivkontrolle) und wei-
chen, unbeschichteten PAA-Hydrogelen (Negativkontrolle) für die initiale Zelladhäsion bis 120min nach
Zellsaat. Jeder Messpunkt entsprach zwei bis vier unabhängig voneinander durchgeführten G-LISA-
Versuchen. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardfehler.
fikanz zugesprochen werden. Auch für den Aktivitätsbereich der Rho-GTPase RhoA konnten
keine sinnvollen Ergebnisse erzielt werden. In Abbildung 4.16B sind die Ergebnisse des G-LISA
für Zellen mit bis zu zwei Stunden Kontakt zum Substrat dargestellt. Abgesehen vom Daten-
punkt für Zellen nach 60min Adhäsion lag die Aktivität von RhoA auf den NK über der Aktivität
der PK. Darüber hinaus ließ sich den Messwerten kein verwertbarer Trend entnehmen.
Die große Streuung für wiederholte Versuche desselben Experiments und die eher errati-
schen Trends deuten auf methodische Fehler des Versuchs hin. Der Hersteller gibt den intrin-
sischen Fehler des Kits mit 16 % an. Zu dieser Streuung gesellten sich weitere Unsicherheits-
faktoren. Wie in allen Versuchen an Zellpopulationen könnten mögliche Effekte durch Mitte-
lung über das gesamte Zellensemble verschleiert werden. So ergab sich eine Streuung in der
Adhäsionsdauer, da nicht alle Zellen zum exakt gleichen Zeitpunkt mit der Adhäsion began-
nen, auch wenn sie gleichzeitig auf das Substrat gegeben wurden. Die Zeitangaben in Abbil-
dung 4.16 beziehen sich auf den Zeitpunkt der Aussaat der Zellen. Eine weitere Streuung er-
gibt sich durch die individuellen Unterschiede in der Signaltransduktion verschiedener Zellen.
Nichtsdestotrotz ist die Messung über eine große Zellpopulation nötig um eine ausreichende
Proteinmenge für das Detektionslimit des Kits (laut Herstellerangaben 10µg bis 50µg Zelllysat)
zu erhalten. Die Messung der Rho-GTPase-Aktivität erforderte außerdem in kurzer Zeit und bei
geringer Temperatur zu arbeiten, um gegen die fortschreitende Hydrolyse des GTP zu GDP an-
zuarbeiten. 188 Aus diesen genannten Gründen gibt es eine hohe Varianz in den Ergebnissen,
die kaum Schlüsse auf den tatsächlichen Zeitverlauf der Rho-GTPase-Aktivität zulassen. Da
mit dem G-LISA für die idealisierten Zellkultursubstrate keine glaubhaften Unterschiede zwi-
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schen NK und PK ermittelt werden konnten, wurde auf eine Messung an beschichteten PAA-
Hydrogelen verzichtet. Um die nötige Proteinmenge bei gleichzeitig hoher Konzentration zu
erhalten, muss mit geringen Mengen Lysepuffer gearbeitet werden, was die Übertragung des
Versuchs auf die PAA-Hydrogele aufgrund von deren geringer Stabilität zusätzlich zu dem ge-
ringeren, erwarteten Unterschieden zwischen den Substraten noch weiter erschwert. Aus die-
sen Gründen wurde auf die Durchführung weiterer G-LISA-Versuche verzichtet.
Eine Aufkonzentrierung von aktiven Rho-GTPasen kann man durch Durchführung einer affi-
nitätsbasierten Methode, dem Pulldown-Assay, erreichen. Für diese Methode werden mit dem
Bindeprotein funktionalisierte Agarose-Kugeln in das Zelllysat gegeben, sodass die aktiven Rho-
GTPasen an die Kugeln binden und durch Zentrifugation vom Zelllysat getrennt werden kön-
nen. Nachfolgend wird die gebundene Proteinmenge mittels Western Blot bestimmt. Auch die-
se Methode wurde zur Messung der Rho-GTPase-Aktivität ausgetestet und, obwohl die Sensi-
tivität des Western Blots um ein Vielfaches verbessert wurde, konnte der Versuch nicht auf die
PAA-Hydrogele aufgrund der schwierigen Zelllyse übertragen werden. 180 Da eine Lyse von Zel-
len auf den PAA-Hydrogelen aufgrund methodischer Schwierigkeiten nicht durchführbar war
(große Mengen an Lysepuffer nötig, Abschaben der Zellen nicht möglich, etc.), wurde der Fokus
auf andere Methoden gerichtet, die ohne Zelllyse auskommen. Darum wurde die immunzyto-
chemische Färbung von Proteinen und damit eine Einzelzellanalyse weiter verfolgt. Die weite-
ren Untersuchungen richteten sich folglich auf mechanosensitive Proteine der fokalen Adhäsi-
on, die in unmittelbarem Kontakt mit den EZM-bindenden Adhäsionsrezeptoren stehen.
4.3.2 Lokalisierung von Fokalen Adhäsionen
Fokale Adhäsionen (FA) sind die Kontaktstellen der Zelle zur EZM. An den FA werden sowohl
Signale aus der Zellumgebung in das Zellinnere als auch umgekehrt vom Zellinneren in die
Zellumgebung vermittelt. Mechanische Kräfte aus der EZM werden über die FA auf das Zyto-
skelett weitergeleitet und somit sind die FA die Schaltstellen in der Kraftübertragung. In den
FA sind Proteine zusammengelagert, an denen Kräfte (=physikalische Signale) zur Auslösung
eines Signalprozesses (=biochemische Signale) führen und die demnach „mechanosensitiv“
sind. Details zur Mechanotransduktion in fokalen Adhäsionen finden sich im Grundlagenka-
pitel in Abschnitt 2.2.1. Paxillin ist eines dieser Proteine, das zudem schon sehr früh in neu ge-
bildete FA integriert wird und reichlich in den FA zu finden ist. Das andere untersuchte Protein
ist die Fokale Adhäsionskinase (FAK). In FAK sind viele Tyrosine enthalten, die phosphoryliert
werden können, und dementsprechend ist FAK Bindungspartner für weitere Proteine in der
FA. Vor allem die Phosphorylierung am Tyrosin 397 wird mit der Regulierung der FA durch die
Umgebungsmechanik in Verbindung gebracht. 42,189
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Abbildung 4.17
Immunzytochemische Färbung adhärenter Zellen auf verschiedenen Substraten. Beispiele für die im-
munzytochemische Färbung von Paxillin (grün; Alexa Fluor 488), phosphoryliertem FAK am Tyrosin 397
(FAK [Y397], rot; TAMRA) und DNA (blau; DAPI) an HUVECs 30 min, 60 min und 120 min nach Zellaus-
saat auf PAA-Hydrogelen mit 5,0kPa und 9,0kPa Steifigkeit und PSMA-Beschichtung (linke Seite) sowie
Glas mit PSMA-Beschichtung (oben). Die Färbung wurde an PFA-fixierten Zellen durchgeführt. Dem-
nach handelt es sich in den Zeitreihen um jeweils verschiedene Zellen. Die Bilder wurden mit einem
konfokalen cLSM aufgenommen und die Grauwerte wurden entsprechend der Fluoreszenzwellenlän-
ge eingefärbt. Damit die FA besser zu erkennen sind, wurde der Kontrast aller Kanäle gleichermaßen
erhöht. Die jeweils dritte Abbildung einer Reihe ist eine Überlagerung aller drei Kanäle, in der gelb ei-
ne Kolokalisierung von Paxillin und FAK [Y397] anzeigt. Die viertes Abbildung ist ein Ausschnitt aus der
Überlagerung, dort durch ein weißes Quadrat markiert. Die Bildgröße beträgt jeweils 103 µm×103 µm
und die der Bildausschnitte 26µm×26µm.
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Zur Untersuchung der Entwicklung von FA während der Zelladhäsion und der substratab-
hängigen Phosphorylierung von FAK am Tyrosin 397 (FAK [Y397]) wurden Paxillin und
FAK [Y397] in PFA-fixierten Zellen durch spezifische Antikörper lokalisiert und mit weiteren
Antikörpern, an die Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt waren, markiert. Die markierten Proteine
wurden nach der Färbung mit einem konfokalen Laserrastermikroskop (cLSM) aufgenommen
(Durchführung in Abschnitt 3.5.2). Die immunzytochemische Färbung sollte an demselben Set
an Substraten wie die Zellzugkraftmikroskopie (Abschnitt 4.2.5) durchgeführt werden, um Par-
allelen in der Entwicklung der FA und der substratabhängigen Phosphorylierung von FAK zur
Kraftentwicklung von Zellen während der initialen Adhäsion aufzuzeigen. In dem hier gezeig-
ten Versuch wurden zunächst aber nur PSMA-beschichtete PAA-Hydrogele mit einer Steifigkeit
von 5kPa und 9kPa sowie PSMA-beschichtetes Glas getestet. PEMA-Beschichtungen wurden
außer Acht gelassen, da sich in früheren Versuchen gezeigt hatte, dass die FA auf PEMA auf-
grund der unterschiedlichen Ligandenaffinität nicht so stark ausgeprägt sind wie auf PSMA. 69
Ebenso wurden noch weichere PAA-Hydrogele vernachlässigt, da dort ebenso weniger definier-
te FA zu erwarten sind und Zellen die weichen PAA-Hydrogele durch die Masse ihres Zellkerns
in vertikaler Richtung eindrücken, sodass zur Analyse der FA unter dem gesamten Zellkörper
mehrere z-Ebenen berücksichtigt werden müssten.
In Abbildung 4.17 sind typische Beispiele der immunzytochemischen Färbung von Zellen
30min, 60min und 120min nach deren Aussaat für die verwendeten Substrate dargestellt. Wei-
tere Abbildungen finden sich im Anhang im Abschnitt A.4. Zunächst wird deutlich, dass die
Zellen über den gesamten Beobachtungszeitraum noch an Größe zunehmen und sich ihre zu-
nächst runde Morphologie innerhalb von 120min zu unregelmäßigeren Formen verändert hat.
Anhand der Paxillin-Färbung wurde auf die Form und Größe der fokalen Adhäsion geschlos-
sen, da Paxillin ein typisches FA-Protein ist, das zudem früh in FA gebunden wird. Auf den
PAA-Hydrogelen waren 30min nach Zellaussaat kaum FA zu finden und Paxillin war im ge-
samten Zytoplasma der Zelle verteilt. Auf den Glassubstraten gab es zu diesem Zeitpunkt ne-
ben dem zytoplasmatischen Paxillin bereits einzelne kleine FA an den Zellrändern (siehe Ab-
bildung 4.17). Nach 60min hatten Zellen auf allen Substraten FA entwickelt, die radial ausge-
richtet waren. Auf den PAA-Hydrogelen waren diese schmaler als auf Glas. Mit der Polarisation
der Zelle orientierten sich auch die FA der Zellen parallel der Zellachse. Die Menge an zytoplas-
matischen Paxillin nahm auf allen Substraten mit der Zeit ab, je mehr davon in die FA integriert
wurde. Auf Glas fand sich bereits nach 60min kaum Färbung um den Zellkern.
Das Muster der FAK [Y397]-Färbung (Abbildung 4.17 und Abbildungen A.2, A.2 und A.2) äh-
nelt dem der Paxillinfärbung. Durch die Überlagerung der Aufnahmen von Paxillin- und
FAK [Y397]-Färbung kann ein Eindruck vom Verhältnis zwischen den Mengen beider Proteine
gewonnen werden. Leider lassen sich kaum Unterschiede zwischen den Substraten feststellen,
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Abbildung 4.18
Analyse der FA mit IMAGEJ. (A) Zelle 60 min nach Aussaat mit markiertem Paxillin (grün), FAK [Y397]
(rot) und DNA (blau). Die Abbildung zeigt eine Zelle auf PSMA-beschichtetem Glas. (B) und (C) zeigen
einen vergrößerten Ausschnitt aus (A) (weißer Kasten). Anhand der Paxillinfärbung (B) wurden die FA
detektiert und mit Partikelanalyse ausgewertet. Die gefundenen FA wurden durch gelbe Umrandungen
markiert. An denselben Stellen wurde anschließend auch die FAK [Y397]-Färbung (C) ausgewertet. Die
Bildgrößen betragen (A) 113µm×118µm und (B),(C) 28µm×17µm.
die sich durchweg in allen Zellen eines Substrats beobachten lassen. Um trotzdem eventuell
vorhandene, statistisch signifikante Unterschiede aufdecken zu können, wurde eine Quantifi-
zierung der Fluoreszenzintensitäten vorgenommen.
Für eine Quantifizierung wurde ein Skript in der Makrosprache von IMAGEJ geschrieben, das
die FA anhand der Paxillin-Färbung automatisch mit einer Partikelanalyse lokalisiert und ana-
lysiert (siehe Abbildung 4.18A). Außerdem sollte die Färbung von FAK [Y397] in den FA ausge-
wertet (siehe Abbildung 4.18B) und auf die Paxillinfärbung normiert werden. Bei der Analyse
konnten die oben aufgeführte zeitliche Entwicklung von FA quantifiziert werden. Die Ergeb-
nisse werden im kommenden Unterabschnitt dargestellt.
4.3.3 Anzahl und Form der Fokalen Adhäsionen
Ein Skript zur automatisierten Auswertung der FA wurde erstellt. Pro Substrat (PSMA-beschich-
tetes Glas und 5,0kPa- und 9,0kPa-PAA-Hydrogel) wurden je zwei Deckgläschen und darauf je
20 Zellen für die Zeitpunkte 30min, 60min und 120min nach Zellaussaat untersucht. Nur für
die PAA-Hydrogele nach 30min wurden 10 Zellen je Deckgläschen aufgenommen und ausge-
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wertet. Die Details des Skripts sind im Abschnitt 3.5.4 aufgeführt. Der Größenausschluss der
Partikelanalyse wurde so festgelegt, dass nur Flächen zwischen 1µm2 und 20µm2 als FA ge-
wertet wurden, da sich einerseits kleine fokale Komplexe nur schwer von unspezifischer Fär-
bung und Hintergrundrauschen trennen ließen, andererseits aber große Farbstoffaggregate so-
wie die flächige zytoplasmatische Färbung von der Analyse ausgeschlossen werden sollten.
Abbildung 4.19 stellt sowohl die Anzahl an FA in den Zellen nach Zeit und Substrat als auch
den Anteil der summierten FA-Flächen an der Gesamtfläche der Zelle dar. Die Anzahl an FA
pro Zelle nimmt für alle Substrate über die Zeit zu (Abbildung 4.19A). Ebenso lässt sich der
Darstellung entnehmen, dass sich auf PSMA-beschichtetem Glas bereits nach 30min die meis-
ten FA gebildet haben und auch nach 60min auf Glas immer noch mehr FA als auf den PAA-
Hydrogelen vorhanden waren, wobei die Unterschiede zwischen den Substraten über beide
Zeiten nur marginal waren. Nach 120min waren mehr FA in Zellen auf den PAA-Hydrogelen
zu finden, wobei auf dem mit 5,0kPa weichsten untersuchten PAA-Hydrogel deutlich mehr FA
zu finden waren als auf dem 9,0kPa-PAA-Hydrogel. Auf Glas adhärierende Zellen zeigten nach
120min kaum Zuwachs in der Anzahl an FA zu dem Zustand nach 60min. Da allerdings nur
drei Zeitpunkte untersucht wurden, ist es schwierig definitive Aussagen über die zeitliche Ent-
wicklung zu treffen; zum Beispiel, ob es sich bei dem Zustand nach 120min um den Zustand
nach abgeschlossener Entwicklung handelt.
Bisher wurde nur Aussagen über die Anzahl, aber nicht über die Größe der FA getroffen. In
Abbildung 4.19B ist die Fläche aller FA der Zelle aufsummiert und geteilt durch die Gesamt-
fläche der Zellen aufgetragen. Damit ergibt sich der Flächenanteil der FA an der Gesamtfläche
der Zelle. Dieser lag zu allen Zeiten und Substraten zwischen 3,5 % und 5 %. Für die verschie-
denen Substrate zeigten sich ganz unterschiedliche Trends. Während der Flächenanteil der FA
für Zellen auf Glas kontinuierlich (ähnlich der Anzahl an FA) zunahm, war für das steifere PAA-
Hydrogel mit 9,0kPa eine Abnahme über die drei Zeitpunkte zu verzeichnen. Für das 5,0kPa-
PAA-Hydrogel nimmt der Flächenanteil zunächst ab, möglicherweise aber infolge der Zunah-
me der Anzahl an FA nimmt es nachfolgend bis 120min wieder zu. Um die Ergebnisse weiter
einordnen zu können, müssen die Größe und Form von einzelnen FA betrachtet werden.
Die als FA identifizierte Pixelfläche wurde in der Partikelanalyse durch eine Ellipse (mit der-
selben Fläche) genähert und deren Fläche und Form ausgewertet. In Abbildung 4.20 sind His-
togramme für die Flächenverteilung der FA nach Zeit und Substrat aufgetragen. Grundlegende
Unterschiede zwischen den Substraten waren nicht zu sehen und auch mit der Zeit zeigten
sich kaum Veränderungen in der Verteilung. Während auf Glas der Anteil an sehr kleinen FA
(1µm2 ≤ AFA < 1,5µm2) nach 30min noch größer als auf den PAA-Hydrogelen war, wiesen Zel-
len auf Glas zu den folgenden Zeiten einen größeren Anteil an großen FA (2µm2 ≤ AFA) relativ
zu den PAA-Hydrogelen auf.
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Abbildung 4.19
Anzahl und Flächenanteil der FA in den Zellen. Die (A) Anzahl und der (B) Flächenanteil von FA in
HUVECs auf PSMA-beschichteten Glas und PAA-Hydrogelen verschiedener Steifigkeit. n ≥ 20 für PAA-
Hydrogele nach 30 min, sonst n ≥ 40. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardfehler.
Deutlichere Unterschiede ergaben sich bei Auswertung der Form der FA. Als Parameter für
die Form wurde in Abbildung 4.21 das Aspektverhältnis (aspect ratio) aufgetragen. Das Aspekt-
verhältnis berechnet sich aus dem Verhältnis der großen zu der kleinen Halbachse der Ellip-
se mit der die FA genähert wurden und nimmt demzufolge Werte größer als 1 an. Von 30min
bis 120min nahm der Anteil an FA mit großem Aspektverhältnis für alle drei Substrate zu, das
heißt, die FA werden mit zunehmender Zeit immer langgestreckter, wie die Abbildung 4.17 be-
reits erahnen ließ. Die Unterschiede zwischen den Substraten waren wiederum nicht so stark
ausgeprägt. Für die PAA-Hydrogele lag der Schwerpunkt der Verteilung nach 30min und 60min
bei etwas größerem Aspektverhältnis als für Zellen auf Glas – entsprechend der Beobachtung
von langen, dünnen FA auf PAA-Hydrogelen, entgegen breiten FA auf Glas. Nach 120min waren
auf dem mit 9,0kPa steiferen PAA-Hydrogel FA mit dem größten Aspektverhältnis zu finden,
während sich die Verteilungen für Glas und das weichere PAA-Hydrogel 5,0kPa anglichen.
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Abbildung 4.20
Verteilung der Flächen von FA. Die Histogramme stellen die Verteilung der FA-Flächen in Zellen auf-
geschlüsselt nach Zeit (horizontal) und Substrat (Farben) dar. Bei der Festlegung von FA wurden nur
Flächen zwischen 1µm2 und 20µm2 berücksichtigt.
4.3.4 Untersuchung der Phosphorylierung von FAK am Tyrosin 397
Zuletzt wurde noch die substratabhängige Phosphorylierung von FAK am Tyrosin 397, die oft
mit der Regulierung der Zelladhäsion in Verbindung gebracht wird, untersucht. Dafür wur-
de die phosphorylierte Form des FAKs mit einem spezifischen Antikörper gefärbt. Die Tyro-
sinphosphorylierung findet vor allem an den fokalen Adhäsionen der Zelle statt und dem-
entsprechend wies das Muster der FAK [Y397]-Färbung kaum Unterschiede zur Färbung des
FA-Proteins Paxillin (siehe Abbildung 4.17) auf. Die Intensität der Fluoreszenz für FAK [Y397]
wurde nun ausgewertet, um substrat- und zeitabhängige Unterschiede nachzuweisen. Es soll
angenommen werden, dass die Zellen über den Beobachtungszeitraum kaum neue Proteine
synthetisieren können und so der mittlere Proteingehalt in den Zellen über alle Zeiten- und
Substrate konstant bleibt. Deshalb ließen sich Unterschiede in der FAK-Phosphorylierung durch
eine Substrat- oder Zeitabhängigkeit erklären und werden nicht durch Unterschiede in der ab-
soluten Proteinmenge verursacht. Außerdem wird vereinfacht vorausgesetzt, dass die Inten-
sität der Fluorezenz linear von der Proteinkonzentration abhängt. Die Intensität der Paxillin-
Färbung wurde zum einen verwendet um FA zu identifizieren, zum anderen aber auch zur
Normierung der Fluoreszenzintensität des FAK [Y397]. Im Vorfeld des Versuchs wurde auch ei-
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Abbildung 4.21
Verteilung des Aspektverhältnisses von FA. Die Histogramme stellen die Verteilung der Aspektverhält-
nisse von FA in Zellen aufgeschlüsselt nach Zeit (horizontal) und Substrat (Farben) dar. Das Aspektver-
hältnis kann nur Werte > 1 annehmen und ist ein Maß für das Verhältnis aus Länge und Breite der FA.
ne immunzytochemische Färbung des Gesamt-FAK (mit und ohne Phosphorylierung) für ei-
ne Normierung in Betracht gezogen, aber es zeigte sich, dass der getestete Antikörper nicht
gleichzeitig mit dem verwendeten FAK [Y397]-Antikörper eingesetzt werden kann. Vermutlich
binden beide an ähnlichen Stellen auf FAK, sodass sie sich sterisch behindern.
Für die Bestimmung der Fluoreszenzintensität innerhalb der Umrandungen der FA wurde
zunächst der Hintergrund in der Zelle abgezogen, um die Fluoreszenz des zytoplasmatischen
Paxillins und FAK [Y397] von der Berechnung auszuschließen. Die Ergebnisse der Mittelung
des Verhältnisse der Fluoreszenzintensitäten von FAK [Y397] und Paxillin ist in Abbildung 4.22
aufgetragen. Es traten kaum substratabhängige Unterschiede auf und auch im Zeitverlauf blieb
die Phosphorylierung von FAK in etwa konstant. Vor allem mit Hinsicht auf die große Streuung
zwischen den Zellen eines Substrats zu einem Zeitpunkt lassen sich kaum Aussagen für den
Vergleich zwischen den Substraten und Zeiten treffen. In den Zellen auf PSMA-beschichtetem
Glas scheint ein etwas geringerer Anteil an FAK in den FA phosphoryliert worden zu sein. In
den beiden verschieden steifen PAA-Hydrogele liegt die normierte Menge an FAK [Y397] gleich-
auf. Die Unterschiede lassen aufgrund der großen Streuung der Messwerte jedoch kaum eine
Diskussion in Bezug auf die Regulierung der FAK-Phosphorylierung durch die Steifigkeit des
97
4 Ergebnisse und Diskussion
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
30 60 90 120
t /min
I FA
KY
39
7/I
Pa
x 
(a.
u.)
5kPaGel 9kPaGel Glas
Abbildung 4.22
FAK [Y397]-Gehalt in FA normiert auf Paxillin. Be-
stimmung der FAK-Phosphorylierung an Tyrosin
397 in FA von HUVECs auf PSMA-beschichteten
Glas und PAA-Hydrogelen. Dafür wurde die Inten-
sität der Fluoreszenz mittels cLSM gemessen, die
FA nachfolgend anhand der Paxillin-Färbung detek-
tiert und am Ort der lokalisierten FA die mittlere
Fluoreszenzintensität von Paxillin und FAK [Y397]
bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert± Standard-
fehler über alle Zellen. Die Punkte wurden für die
bessere Sichtbarkeit etwas versetzt aufgetragen.
Subtrats zu. Weiterhin muss erneut erwähnt werden, dass es sich bei den Ergebnissen um das
Resultat eines einmaligen Versuchs handelt. Um Ansatzpunkte für die Durchführung weiterer
Versuche zu finden, muss die Methodik gründlich hinterfragt werden (siehe nächster Unterab-
schnitt).
4.3.5 Diskussion der Methodik in der immunzytochemischen Färbung
In diesem Unterabschnitt sollen zunächst einige methodische Ansätze in der Durchführung
der immunzytochemischen Färbung erörtert werden. Die immunzytochemische Färbung wur-
de nur einmalig vorgenommen und demnach handelt es sich nur um vorläufige Ergebnisse.
Gründe dafür werden im Folgenden genannt. Im nächsten Unterabschnitt 4.3.6 werden einige
Ergebnisse dann mit der Untersuchung der Dynamik von Zellfläche und Zellzugkräften wäh-
rend der initialen Adhäsion verbunden.
Bei oberflächlicher Untersuchung der Färbung in der Abbildung 4.17 und den Abbildun-
gen A.2, A.2 und A.2 im Anhang fällt auf, dass die Fluoreszenzintensität der Färbung (Paxillin)
sich von Zelle zu Zelle sehr stark unterschied, was nur teilweise durch die intrinsischen Unter-
schiede in der Paxillin-Menge zwischen verschiedenen Zellen erklärt werden kann. Eventuell
sind Nachbesserungen im Färbeprotokoll nötig um eine gleichmäßige Verteilung und Binde-
effizienz der Antikörper sicherzustellen. Auch die Menge an DAPI muss bei wiederholten Ver-
suchen angepasst werden, um eine gleichbleibende Färbung der DNA zu gewährleisten und
so das Auffinden von Zellen zu erleichtern. Alternativen in der Versuchsdurchführung müssen
ebenso durchdacht werden. Oftmals werden in Versuchen zur Regulierung durch Umgebungs-
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faktoren Zellen verwendet, die transfiziert wurden und daraufhin ein FA-Protein (zum Beispiel
Paxillin) gekoppelt mit einem fluoreszierenden Protein (zum Beispiel green fluorescent prote-
in; GFP) exprimieren. Dadurch können die Zellen in situ verfolgt werden und eine Fixierung
der Zellen und die immunzytochemischen Färbung sind nicht nötig. 49 Das Verfahren kam für
diese Arbeit nicht infrage, denn die Transfektion gelingt an den sensibleren Primärzellen nur
schwer und eine Einschränkung der Zellfunktion durch die veränderte Proteinexpression kann
nicht ausgeschlossen werden. Weiterhin würde die in situ-Verfolgung der initialen Zelladhäsi-
on zwar ermöglichen genauer zu beurteilen, wie lange die Zellen tatsächlich bereits mit dem
Substrat in Kontakt stehen. Allerdings müssen dann auch die Aufnahmebedingungen sorgfältig
gewählt werden, um die Zellen nur Licht mit niedriger Intensität und kurzer Dauer auszusetzen
und so die Phototoxizität gering zu halten.
In der Mikroskopie liegen die Ursachen weiterer Herausforderungen. Für diesen Versuch
wurden die Proben noch „von unten“ durch jenen Glasträger betrachtet, auf dem die PSMA
beschichteten PAA-Hydrogele beziehungsweise nur die PSMA-Beschichtung aufgebracht wa-
ren. Bei hochauflösendem Mikroskopieren durch ein 50µm bis 70µm dickes PAA-Hydrogel tritt
Lichtstreuung und Lichtbrechung an den Grenzen der optischen Medien auf, die in Qualitäts-
verlusten in den Aufnahmen resultieren. Zusätzlich führt die Deformation der PAA-Hydrogele
durch die Zelle zu weiteren Verwerfungen in z-Richtung und einer unvollständigen Detektion
aller FA unter dem gesamten Zellkörper. In folgenden Versuchen sollte die Probenpräparation
so gewählt werden, dass die Proben umgedreht werden und die Zellen durch das sie bede-
ckende Medium betrachtet werden. Das erhöht auch die Vergleichbarkeit zwischen Glas- und
Hydrogelsubstraten durch eine Angleichung der Aufnahmebedingungen.
Die Versuche konnten im Rahmen der Dissertation nicht weiter verfolgt werden. Es bleibt
festzuhalten, dass einige Punkte in der Methodik noch der Optimierung bedürfen, um die zeit-
aufgelöste Regulierung von FA-Proteinen während der initialen Adhäsion primärer Endothel-
zellen aufzuklären. Im nächsten Unterabschnitt werden die erzielten Ergebnisse trotzdem in
die Ergebnisse der Zellzugkraftmessung eingeordnet.
4.3.6 Diskussion der Ergebnisse der Zellzugkraftmikroskopie und der
immunzytochemischen Färbung
In diesem Abschnitt sollen die Ergebnisse der immunzytochemischen Färbung von Proteinen
in den fokalen Adhäsionen (ab Unterabschnitt 4.3.2) in die Ergebnisse der Zellzugkraftmikro-
skopie aus Abschnitt 4.2 eingeordnet und damit an die Diskussion der Zellzugkraftentwick-
lung (Unterabschnitt 4.2.6) angeknüpft werden. Für die Versuche wurden HUVECs auf PSMA-
beschichtetem Glas und PAA-Hydrogelen mit 5,0kPa und 9,0kPa Steifigkeit ausgesät und ent-
weder 30min, 60min oder 120min danach fixiert. Die untersuchten Proteine wurden mit Fluo-
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reszenzfarbstoffen immunzytochemisch markiert und am cLSM aufgenommen. Die FA wur-
den in den Fluoreszenzbildern des Paxillins lokalisiert, markiert und schließlich deren Größe,
Form und Gehalt an Paxillin und FAK [Y397] bestimmt.
Das Set an Substraten unterscheidet sich von dem, das in der Zellzugkraftmikroskopie ver-
wendet wurde insofern, als statt eines mit 2,5kPa noch weicheren PAA-Hydrogels, ein Glasträ-
ger mit Polymerbeschichtung (ohne PAA-Hydrogel) verwendet wurde. Glas ist nicht durch Zel-
len zu verformen und reiht sich demzufolge hinter das 5,0kPa und 9,0kPa PAA-Hydrogel hin-
sichtlich der Steifigkeit ein. Weiterhin wurden alle Substrate, sowohl das Glas als auch die PAA-
Hydrogele, ausschließlich mit PSMA beschichtet und der Vergleich zu PEMA, das heißt verän-
derter Ligandenaffinität, war damit nicht möglich. Es muss erneut darauf hingewiesen wer-
den, dass es sich bei der immunzytochemischen Färbung um ein einmaliges Experiment han-
delt und eine umfassende Untersuchung dieser Prozesse muss noch mit veränderten metho-
dischen Ansätzen erfolgen. In Bezug auf den Vergleich der Dynamik von Zellkraft und -fläche
zur zeitlichen Entwicklung von FA muss berücksichtigt werden, dass es Unterschiede in der
Definition der Zeit zwischen beiden Versuchsanordnungen gab. In der Zellzugkraftmikrosopie
konnte durch die in situ-Einzelzellbeobachtung der genaue Zeitpunkt des Kontakts der Zellen
mit dem Substrat bestimmt werden, während die Zeit in der immunzytochemischen Färbung
ab Zellaussaat gemessen wurde. Zellen eines Substrats beginnen nicht gleichzeitig mit Adhä-
rieren und zwischen der Aussaat der Zellen und dem Beginn der Adhäsion können durchaus
etwa 5min bis 15min vergehen. Die tatsächliche Dauer, während der Zellen vor dem Fixieren in
Kontakt zum Substrat waren, ist somit geringer als die Beobachtungsdauer während der Zell-
zugkraftmikroskopie. Eine individuelle Korrektur der Zeitachse für jede Zelle konnte bei der
immunzytochemischen Färbung aus diesem offensichtlichen Grund nicht vorgenommen wer-
den. Folglich sind die verwendeten Zeitangaben in diesem Abschnitt leicht überschätzt.
Die Adhäsionsstellen sind neben dem Aktinzytoskelett die wichtigsten Akteure in der Vertei-
lung und Regulierung von Spannung in der Zelle und sichern damit deren mechanische Inte-
grität. Das Zytoskelett setzt an den Adhäsionsstellen der Zelle an und durch die passive me-
chanische Verformung des Aktinzytoskeletts sowie dessen aktive Reorganisation kann sich die
Zelle an die mechanischen Eigenschaften ihrer Umgebung anpassen. Die Untersuchung des
Aktinzytoskeletts wurde den FA hintenan gestellt, da sich durch die direkte Kopplung der FA
zur EZM eine deutliche Abhängigkeit von den mechanischen Eigenschaften der EZM erhoffen
ließ. Durch mechanosensitive Proteine in den FA werden extrazelluläre Kräfte in biomolekulare
Signalprozesse übersetzt, woraus sich letztlich ein bedeutender Einfluss auf lebensnotwendi-
ge Funktionen der Zelle, wie deren Proliferation und Differenzierung, ergibt. So spiegeln sich
auch in der Entwicklung der FA und der Aktivität von Signalproteinen die mechanischen Eigen-
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schaften der EZM wider, was hier durch eine immunzytochemische Färbung der FA-Proteine
FAK [Y397] und Paxillin verifiziert werden sollte.
Die Entwicklung der FA unter Einbeziehung der Kraftregime ist in Abbildung 4.23 zusam-
mengefasst. Während der initialen Adhäsion bilden sich erste Adhäsionsstellen am Rand der
Zellen. Nach 30min waren diese vor allem auf Glas zu finden (Abbildung 4.19). Die FA waren
eher rund mit einem Aspektverhältnis nahe 1 (Abbildung 4.21), was charakteristisch für neu
entstehende Adhäsionsstellen ist, an denen kaum Kräfte angreifen. 47 Zeitlich lassen sich Par-
allelen zur Einteilung der Kraftkurven in Regime finden. Diese erste Zeit bis 30min entspricht
in etwa dem Übertritt der Zellen von Regime R0 zu R1 (einsetzende Zellkräfte). Zu dieser Zeit
hatten die Zellen einen Großteil des Flächenzuwachses hinter sich (vergl. Abbildung 4.9 in Ab-
schnitt 4.2.1), aber kaum Zellzugkräfte entwickelt (Abbildung 4.14B in Abschnitt 4.2.5). Die Ver-
ankerungspunkte zum Substrat entstehen am Zellrand, denn dort wirkt beim Abflachen der
Membran eine tangentiale Spannung zum Substrat durch adhäsive Kräfte zur Zellmembran
und mit einer festen Verknüpfung kann der Kontakt der Zellmembran zum Substrat stabilisiert
werden. 133,135,187 Auch die treibende Kraft für die Ausbreitung von Zellen, die Polymerisation
von Aktin, greift in der Zellperipherie an und eine feste Verankerung der Zelle zum Substrat ist
Voraussetzung für das Flächenwachstum gegen die Membranspannung. 31
Nach einer Stunde waren unter dem gesamten Zellkörper weitere FA entstanden. Dieser Zeit-
punkt entsprach in etwa der Übergangszeit zwischen den Kraftregimen R1 und R2 (Abbildung 4.14B
in Abschnitt 4.2.5). Demzufolge nehmen mit der Anzahl der FA auch die Zellzugkräfte zu und
die Zelle breitet sich bis zu ihrer vollen Größe aus. Ein weiteres Indiz für die wirkenden Kräf-
te ist auch die beginnende Elongation der FA (Abbildung 4.21). In einer Studie wurde ein Zu-
sammenhang zwischen der viskosen Verformung eines Substrats und dem Längenwachstum
von FA hergestellt, was auf die Relaxierung von Spannung im Substrat zurückgeführt wurde. 66
In Modellen wurde außerdem eine anisotrope Verformung der FA-Proteine unter gerichteten
Kräften als möglicher Mechanismus für das einseitige Wachstum der FA in Richtung der wir-
kenden Kräfte diskutiert. 71 In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass für die Ausübung von
signifikanten Kräften durch die Zelle weder fertig entwickelte FA noch die Entstehung von Ak-
tinstressfasern nötig ist. 97 Daraus kann geschlossen werden, dass auch die neu entstandenen
FA zur Kraftübertragung beitragen.
Im letzten Regime R2, in das die Zellen nach fast einer Stunde Adhäsion eingetreten wa-
ren, nahmen Zellfläche und Kräfte nicht mehr zu. Auch entstanden weniger neue FA, während
das Aspektverhältnis der vorhandenen FA bei im Mittel eher gleichbleibender Fläche (Abbil-
dung 4.20) weiter zunahm. Nach dem Beobachtungszeitraum von zwei Stunden gab es auch
vereinzelte Zellen deren Morphologie von der eher runden Form abwich und die eine Orien-
tierung aufwiesen. Diese Polarisation zeigte sich sowohl in einer Ausbildung von Kraftdipolen
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Regime 0
Zellfläche
• Starkes Zellwachstum
• Anfangs schwache Ausbrei-
tung durch adhäsive Kräfte
• Später schnelle Ausbreitung
durch Aktinpolymerisation
• Schnelleres Wachstum auf
steifen Substraten & bei hoher
Ligandenaffinität
Zellkraft
• Kaum Kraftentwicklung
• Kräfte durch Membranspan-
nung am Rand der Zelle
Fokale Adhäsionen
• Erste Adhäsionsstellen am
Zellrand
• Nahezu runde Form
• Frühere Bildung in Zellen auf
steifen Substraten
Regime 1
Zellfläche
• Sich verlangsamendes Zell-
wachstum
• Zelle erreicht volle Größe
• Größe substratunabhängig
Zellkraft
• Starke Kraftentwicklung
• Zunahme größer für steife
Substrate & hohe Ligandenaf-
finität
Fokale Adhäsionen
• Bildung weiterer FA
• FA unter gesamtem Zellkör-
per verteilt
• Längenwachstum infolge wir-
kender Kräfte
• Keine Unterschiede in Form
und Größe zwischen Substra-
ten
Regime 2
Zellfläche
• Konstante Zellfläche
Zellkraft
• Kraftsättigung
• Manchmal Fluktuationen &
Relaxation
• Früheres Erreichen der maxi-
malen Gesamtkraft auf steifen
Substraten & hoher Liganden-
affinität
Fokale Adhäsionen
• Gleichbleibende Flächenver-
teilung
• Weitere Zunahme der Länge
• Auf weicheren Substraten Bil-
dung weiterer FA
Abbildung 4.23
Ergebnisse von Zellzugkraftmessung und Untersuchung der FA. Den Regimen aus der Einteilung der
Kraftkurven aus Abschnitt 4.2 werden Prozesse aus der Entwicklung von FA zugeordnet.
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4.3 Zellsignale während der initialen Zelladhäsion
als auch in einer Vorzugsrichtung der FA, die in etwa dieselbe Orientierung wie die Kraft auf-
wiesen. Da das Zytoskelett nicht untersucht wurde, kann nur darüber spekuliert werden, ob
es sich auch dieser Orientierung angepasst hat. In anderen Publikationen wurde nachgewie-
sen, dass es sowohl durch eine einseitig wirkende Kraft sowie durch einen spontanen Bruch in
der Symmetrie des Zytoskeletts, beziehungsweise der FA, zur Polarisation der Zelle kommen
kann. 47,105,126
Neben dieser zeitabhängigen Entwicklung von FA, die aus der Kraftentwicklung abgeleitet
auf allen untersuchten Substraten eine ähnliche Dynamik aufweist, wurden auch Unterschie-
de zwischen den Substraten festgestellt. Ähnlich wie in der Ausbreitung der Zellen und Entste-
hung von Zellzugkräften, lief auch die Entwicklung der FA auf dem steifsten Substrat (Glas) am
schnellsten ab. Auf Glas waren nach 30min bereits die meisten FA entstanden (Abbildung 4.19A).
Nach 120min hingegen wurde eine geringere Anzahl an FA mit zunehmender Steifigkeit beob-
achtet, ein Zusammenhang, der auch in einer anderen Publikation nachgewiesen wurde. 47
Für die anteilige Fläche der FA an der Zellfläche wurden keine deutlichen Unterschiede zwi-
schen den Substraten festgestellt (Abbildung 4.19B): der Anteil variierte zwischen 3 % und 5 %
und entsprach damit in etwa anderen Werten aus der Literatur. 98 In einer Publikation wurde
für HUVECs auf Substraten mit einem E-Modul von 1 kPa bis 1000 kPa ein ähnlicher Zusam-
menhang zwischen FA-Fläche und Steifigkeit sowie Zellfläche und Steifigkeit beobachtet. 78
Das Ergebnis passt zu den hier gefundenen geringen Unterschieden zwischen den Substraten.
Auf Glas war über die Zeit eine leichte Zunahme der anteiligen Fläche zu beobachten, wäh-
rend sie auf den PAA-Hydrogelen tendenziell eher abnahm. Das Ergebnis kann durch einen
Vergleich mit der Ausbreitungsgeschwindigkeit und der Kraftentwicklung erklärt werden. Auf
den weichen PAA-Hydrogelen wurde ein langsameres Zellwachstum der Zelle beobachtet (Ab-
bildung 4.9B) und so setzt die Entstehung der FA relativ zur Ausbreitung der Zelle auf den wei-
cheren Substraten schon eher ein. Möglicherweise ist anfangs wegen der Nachgiebigkeit des
Substrats ein größerer Anteil der adhäsiven Fläche nötig. Später nimmt zwar die Anzahl der FA
weiter zu, aber die Ausbreitung der Zelle führt zu einem geringeren Anteil der FA-Fläche an der
Gesamtfläche. Anders auf Glas, das durch die Zelle nicht deformiert werden kann. Hier kann
sich die Zelle auch mit einer kleinen Anzahl an FA aufgrund der geringen Nachgiebigkeit des
Substrats schnell ausbreiten und erst zu einem späteren Zeitpunkt nimmt auch die Zahl an FA
zu. Parallel dazu steigt auch die anteilige Fläche der FA.
Aus der Diskussion wird auch deutlich, dass die Kraftentwicklung von Zellen je nach Ent-
stehung der FA verzögert abläuft. Obwohl hier keine Diskussion auf Basis einzelner FA geführt
werden kann, da nur die Kraft für die Gesamtzelle ermittelt wurde, deutet das darauf hin, dass
es eine Korrelation zwischen der Fläche einzelner FA und der wirkenden Kraft an einer FA gibt.
In einigen Publikationen wurde ein linearer Zusammenhang ermittelt, der zumindest für die
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Wachstumsphase der FA zu gelten schien. 51,64,187 Für eine Abschätzung der mittleren Zugspan-
nung an den FA für die beiden untersuchten PSMA-beschichteten PAA-Hydrogele kann die Ge-
samtkraft F tot,R2 in R2 aus Abschnitt 4.2.5 durch die Gesamtfläche der FA für t = 120min geteilt
werden. Dabei ergeben sich für das 5 kPa PAA-Hydrogel eine Spannung von etwa 5,6nN ·µm2
und für das 9 kPa PAA-Hydrogel etwa 7,8nN ·µm2. Das hieße, dass die Spannung mit zuneh-
mender Steifigkeit zunimmt und nicht, wie in anderen Studien, eine konstante Spannung mit
zunehmender Steifigkeit zu beobachten wäre. 59 Ein Vergleich mit den Werten einer anderen
Publikation, in der ebenso für diesen Bereich an Steifigkeiten eine Zunahme der Spannung mit
der Steifigkeit beobachtet wurde, ergibt, dass die Größenordnung in beiden Versuchen über-
einstimmt. 64 Das entspricht einer mittleren Kraft, die an einer FA wirkt, von etwa 9,8nN (5 kPa),
beziehungsweise 13,0nN (9 kPa). Dabei wurden allerdings nur Adhäsionsstellen berücksich-
tigt, die größer als 1µm waren. Für eine korrekte Kraftabschätzung müssten eigentlich auch
kleinere Adhäsionsstellen hinzugezogen werden, da diese auch zur Kraftentwicklung beitra-
gen. 52,58
Im Endzustand unterscheiden sich die in diesem Experiment untersuchten Zellen kaum. Die
Gesamtkraft nimmt von Zellen auf einem 5,0kPa PAA-Hydrogel zu Zellen auf einem 9,0kPa
PAA-Hydrogel kaum zu und auch die Form und Größe der FA weist nur marginale Unterschie-
de auf. Eigentlich wären für die doch deutlichen Unterschiede in der Steifigkeit der Substrate
auch deutliche Differenzen in den Merkmalen der FA zu erwarten gewesen, aber diese ließen
sich hier leider nicht nachweisen. 47,65,74,93 Dieses Ergebnis passt auch zu den Ergebnissen der
Quantifizierung von FAK [Y397] in den fokalen Adhäsionen (Abbildung 4.22): anders als bei ei-
ner Messung mit Western Blot in einem ähnlichen Versuchsaufbau 45, konnten keine signifi-
kanten Unterschiede in der Phosphorylierung von FAK gefunden werden. Auf Probleme, die bei
der immunzytochemischen Färbung auftraten, wurde schon im letzten Unterabschnitt 4.3.5
hingewiesen. Die hier dargestellten Ergebnisse müssen noch durch weitere Versuche verifiziert
werden.
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Für die Entwicklung neuer Biomaterialien ist die Untersuchung der Zell-Material-Wechselwir-
kung von grundlegender Bedeutung. Das gilt vor allem in der Implantologie, denn der initia-
le Kontakt der Zellen zum Material leitet die erfolgreiche Integration des Implantats in den
menschlichen Körper ein. Nicht nur die „Chemie“ muss zwischen dem Implantat und dem Or-
ganismus stimmen, auch dessen mechanische Eigenschaften sollten an die Gegebenheiten im
Körper angepasst sein. Einerseits muss dabei die vollumfängliche Stabilität je nach Zweck des
Implantats garantiert sein. Andererseits nimmt auch die Mechanik der Mikroumgebung jener
Zellen, die sich in direktem Kontakt zum Material befinden, Einfluss auf das Zellverhalten. Zel-
len üben auf ihre Umgebung Kräfte aus und testen so dessen Widerstand gegen Verformung
aus, um sich in der Folge daran anzupassen. In der Forschung bisher wenig Berücksichtigung
fanden dissipative Zell-Material-Wechselwirkungen, die nichtsdestotrotz eine wichtige Rolle
in Zellprozessen spielen. In dieser Dissertation wurde die initiale Zelladhäsion in Abhängigkeit
vom viskosen Fluss von Adhäsionsliganden untersucht.
In dieser Dissertation wurde die Zelladhäsion auf verschiedenen Substraten untersucht, um
einen Einblick in die Regulierung von Zellfunktionen durch mechanische Eigenschaften der
Umgebung zu gewinnen. Zur Erforschung von Zell-Material-Wechselwirkungen wurden geeig-
nete Zellkulturträger hergestellt, die sich sowohl in ihrer Netzwerkmechanik (Elastizitätsmo-
dul) als auch ihrer Oberflächenbeschaffenheit (Ligandenaffinität) unterschieden. Verwendung
fanden Polyacrylamidhydrogele (PAA-Hydrogele), deren Oberflächen mit je einem von zwei
Maleinsäureanhydridcopolymeren mit definierter Ligandenaffinität, Poly(ethylen-alt-malein-
säureanhydrid) (PEMA) beziehungsweise Poly(styren-alt-maleinsäureanhydrid) (PSMA), funk-
tionalisiert wurden. Die verschiedene Hydrophobizität der Beschichtungen resultierte in einer
starken Anbindung des Adhäsionsproteins Fibronektin auf PSMA und einer schwächeren An-
bindug auf PEMA. Der Elastizitätsmodul (E-Modul) der PAA-Hydrogele ergab sich aus den An-
teilen an Vernetzer und Monomer in der Polymerisationslösung des PAA und wurde mit einem
Rasterkraftmikroskop gemessen. Die verwendeten PAA-Hydrogele hatten E-Moduln zwischen
1 kPa und 10 kPa. Die Beschichtung der PAA-Hydrogele mit den Copolymeren sowie die Ein-
bettung von fluoreszierenden Mikrokugeln hatte keinen Einfluss auf den E-Modul. Die erfolg-
reiche Anbindung der Copolymere an die PAA-Hydrogele wurde über die Adsorption von fluo-
reszenzmarkiertem Fibronektin überprüft. Es konnte gezeigt werden, dass die Copolymere in
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ihrer Anhydridform stabil an den PAA-Hydrogelen hafteten. Somit können die beschichteten
PAA-Hydrogele nach Hydrolyse des Polymers in Zellexperimenten unter variabler Ligandenaf-
finität verwendet werden.
Auf den PAA-Hydrogelen mit Copolymerbeschichtung und adsorbiertem Fibronektin wur-
den humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVECs) ausgesät und durch Zell-
zugkraftmikroskopie untersucht. Durch die Variation der Ligandenaffinität und Steifigkeit (E-
Modul) der beschichteten PAA-Hydrogele konnte das Zellverhalten in Bezug auf die mechani-
schen Eigenschaften des Substrats untersucht werden. Im Verlauf von zwei Stunden initialer
Adhäsion wurden die Zellen und die oberste Hydrogelschicht mit eingelagerten fluoreszieren-
den Kugeln mikroskopisch aller 3 min aufgenommen. Aus dem Verschiebungsfeld der Fluores-
zenzkugeln wurde im Fourierraum das Zellzugkraftfeld der Zellen für jeden Zeitpunkt abge-
leitet. Die Zeitabhängigkeit von Fläche und Kraft während der initialen Zelladhäsion lieferte
typische Kurvenverläufe, deren Gemeinsamkeiten hinsichtlich der Dynamik untersucht wur-
den.
Zunächst erfolgte eine Analyse der zeitlichen Entwicklung des Zellwachstums. Dazu wurde
der Kurvenverlauf mit einer Exponentialfunktion in der Zeit genähert und eine charakteristi-
sche Zeit τ sowie die maximale Zellfläche Ages aus der Näherung bestimmt. Aus der Mittelung
der Flächen über einen Satz von Zellen auf den jeweiligen Substraten konnten keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Substraten weder hinsichtlich der Ligandenaffinität noch
des E-Moduls ermittelt werden: alle Zellen erreichten eine ähnliche Größen (Ages ≈ 3500µm2).
Daraus ließ sich folgern, dass HUVECs in diesem Bereich von E-Moduln bereits ihre maximale
Zellfläche angenommen hatten und keine Abhängigkeit von Substratparametern für noch grö-
ßere E-Moduln zu erwarten war. Ein Vergleich der charakteristischen Zeiten τ hingegen offen-
barte, dass sich Zellen auf steiferen Substraten schneller ausbreiteten (τ = 15min gegenüber
τ = 30min auf weicheren Substraten, wobei die charakteristische Ausbreitungszeit linear mit
dem E-Modul abnahm. Der lineare Zusammenhang zwischen τ und E-Modul war zudem auf
Substraten mit hoher Ligandenaffinität stärker ausgeprägt als auf solchen mit schwächerer Li-
gandenaffinität. Mögliche Ursachen für die unterschiedlichen Ausbreitungsgeschwindigkeiten
von Zellen wurden einem Modell von Nisenholz et al. 127 entnommen, welches einen Einfluss
der Zell-Substrat-Reibung auf die Flächendynamik während der initialen Zelladhäsion postu-
liert. 127 Die dort beschriebenen Abhängigkeiten der Zeitkonstante von Substratparametern,
die Analogien zu den hier beobachteten aufwiesen, resultierten aus der Einführung einer Deh-
nungsversteifung des Aktinzytoskeletts der Zelle. Da die Dehnungsversteifung der Zelle eine
plausible Erklärung für die substratabhängigen Unterschiede in τ waren, kann es als Ursache
für die beobachteten Unterschiede angenommen werden.
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Anschließend wurden die Zellzugkräfte in die Untersuchung der Dynamik einbezogen. Ein
Vergleich zur Zellfläche ergab, dass die Zellzugkraftzunahme zeitlich verspätet einsetzte. Auch
dieser Befund lässt sich auf Basis des angesprochenen Modells mit einer Dehnungsversteifung
des Aktinzytoskeletts erklären. Die Kurven der Gesamtkraft Ftot konnten in drei Regime einge-
teilt werden: R0 mit Zunahme der Zellfläche aber noch geringer Zellzugkraft, R1 mit geringer
Zunahme der Fläche aber starkem Anstieg der Zellzugkraft und zuletzt R2 mit gesättigter Zell-
zugkraft und Zellfläche. Für alle Zellen erfolgte daraufhin eine Auswertung der charakteristi-
schen Merkmale ihrer Kraftkurven. In R1 berechnete sich der Anstieg (∆Ftot/∆t )R1 der Zellzug-
kräfte aus einer linearen Näherung und die Übergangszeit TR1−R2 zwischen R1 und R2 wurde
als Zeitpunkt der Sättigung von Zellzugkräften bestimmt. Zuletzt ergab sich die Sättigungs-
kraft F tot,R2 in R2 durch Mittelung der Plateauwerte ab der Übergangszeit. Diese drei Größen
der Zellen wurden anschließend auf Korrelationen mit den Substratparametern untersucht.
Es zeigte sich, dass der Kraftanstieg (∆Ftot/∆t )R1 auf steifen Substraten sowie bei hoher Li-
gandenaffinität (PSMA) größer war als auf weichen Substraten und niedriger Ligandenaffini-
tät (PEMA). Der Anstieg schien für beide Ligandenaffinitäten einer linearen Abhängigkeit vom
E-Modul zu folgen. Mit der schnelleren Kraftzunahme in R1 ging ein früherer Eintritt in die
Plateauphase der Kraft einher (Übergangszeit TR1−R2). Mit zunehmender Steifigkeit der PAA-
Hydrogele stieg ebenso die Plateaukraft F tot,R2, unabhängig von der Beschichtung, wobei es
Hinweise auf eine Sättigung der Kraft für große Steifigkeiten gab. Diese Sättigung der Zellzug-
kräfte mit der Steifigkeit des Substrats wurde auch in anderen Versuchen beobachtet, 77,103 be-
ziehungsweise theoretisch modelliert. 122 Ein weiterer Erklärungsansatz aus der Literatur er-
fasste neben der Kraftsättigung auch den Anstieg der Kraftzunahme mit zunehmender Steifig-
keit und kann damit die gesamte, beobachtete Abhängigkeit der Dynamik von der Steifigkeit
erklären. Der Ansatz beruht auf einer Analogie zum Muskel und damit der Annahme einer las-
tabhängigen Leistung von Myosinmotoren am Aktin. 103 Eine höhere Ligandenaffinität ergab
für alle untersuchten E-Moduln eine gleichmäßig höhere Sättigungskraft. Die Ursache dafür
liegt im Anstieg der Reibungskraft zwischen Liganden und hydrophober Oberfläche mit großer
Ligandenaffinität und einer folglich größeren Kraftübertragung in das PAA-Hydrogel. 110
Der Einfluss mechanischer Eigenschaften des Substrats auf Zellen sollte im zweiten Teil der
Dissertation intrazellulär untersucht werden. Stellvertretend für die Regulierung von Signal-
prozessen durch die Umgebungsmechanik wurde die Aktivität der Rho-GTPasen Rac1 und
RhoA mittels G-LISA bestimmt. Leider konnte auf idealisierten Zellkulturträgern mit initial ad-
härierenden Zellen kein sinnvoller Aktivitätsnachweis beider Rho-GTPAsen erbracht werden.
Deshalb wurden diese Experimente nicht weiter verfolgt. Ebenso wurde eine Messung der Ak-
tivität mittels Pulldown-Assay und nachfolgender Auswertung durch Western Blot in Betracht
gezogen, aber aufgrund von Problemen in der Durchführung verworfen. Infolgedessen rich-
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tete sich der Fokus auf eine immunzytochemische Färbung von Paxillin und phosphorylier-
tem FAK [Y397] in den fokalen Adhäsionen. In einem Experiment konnten vielversprechende
Ergebnisse mit PSMA-beschichtetem Glassubstraten beziehungsweise PAA-Hydrogelen erzielt
werden. So wurde zum Beispiel herausgefunden, dass die Entstehung und Anzahl von FA wäh-
rend der initialen Zelladhäsion vom E-Modul des Substrats abhängt. Ebenso ließ sich eine Zu-
nahme des Aspektverhältnisses der FA über die Zeit beobachten. Die Ergebnisse zur Entwick-
lung von FA während der initialen Zelladhäsion konnten mit dem Zeitverlauf der Zellzugkräfte
und Zellfläche verglichen werden und Parallelen in der Dynamik gefunden werden. Aufgrund
methodischer Probleme bedarf dieser Ansatz allerdings noch einer Überarbeitung, um in wei-
teren Versuchen umfassende Aussagen zur Regulierung der FA-Proteine von primären Endo-
thelzellen zu gewinnen.
Die Ergebnisse der Dissertation lieferten eine Beitrag zum Verständnis von Zell-Substrat-
Wechselwirkungen, aber es sind noch viele weitergehende Studien nötig, um das Zellverhalten
in Abhängigkeit von mechanischen Substrateigenschaften besser kontrollieren zu können. Um
die in Modellen gefundenen funktionellen Zusammenhänge der Zellzugkraft oder Zellfläche
von Mechanikparametern während der initialen Adhäsion beweisen zu können, müsste eine
umfassende Untersuchung mit einem breiteren Parameterbereich (Viskoelastizität, Liganden-
affinität und -dichte, etc.) durchgeführt werden. Ebenso wäre es dienlich, dass zur Verallgemei-
nerung der Ergebnisse auch andere Zelltypen, Adhäsionsliganden und Materialien verwendet
würden.
Letztendlich können die Ergebnisse dieser Arbeit nur Teilaspekte von Modellen nachwei-
sen, aber in Bezug auf die Dynamik der Zelladhäsion wurde das Verständnis von Zell-Material-
Wechselwirkungen durch neue experimentelle Erkenntnisse erweitert. Vor allem die Bedeu-
tung von viskosen Beiträgen, wie der Ligandenreibung, zu Wechselwirkungen zwischen Zelle
und Umgebung konnte unterstrichen werden. Diese Prozesse haben einen ähnlich großen Ein-
fluss auf die Zelladhäsion, wie die gut erforschten elastischen Wechselwirkungen, und deren
Untersuchung ist demnach wesentlich für die Entwicklung neuer Biomaterialien mit spezifi-
schen viskoelastischen Eigenschaften. Somit dienen die Erkenntnisse dieser Dissertation per-
spektivisch dem Design neuer Implantatmaterialien, deren Oberflächeneigenschaften gut an
das Zielgewebe im menschlichen Körper angepasst sind.
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A Anhang
A.1 Die tabellierten Ergebnisse der Kurvenanalyse
A.1.1 Ergebnis der Kurvenanalyse für die projizierte Zellfläche
Tabelle A.1
Das Ergebnis der Kurvenanalyse für die projizierte Zellfläche. Die Näherung des zeitlichen Verlaufs
der Fläche AZelle(t ) durch eine exponentielle Funktion (Gleichung 3.9) wird in Unterabschnitt 3.4.3 er-
klärt. Die Gesamtfläche Ages resultiert aus der Asymptote nach unendlicher Zeit mit einem Fehler von
etwa 10%−20%. Die charakteristische Zeit (Char. Zeit) ergibt sich aus der Zeitkonstante der exponenti-
ellen Funktion. Die Mittelwerte beider Größen sind in Abbildung 4.9 in Abschnitt 4.2.1 aufgetragen.
Zell-ID Gesamtfläche Char. Zeit Zell-ID Gesamtfläche Char. Zeit Zell-ID Gesamtfläche Char. Zeit
Ages in µm2 τ in min Ages in µm2 τ in min Ages in µm2 τ in min
PEMA 2,5 kPa PEMA 5,0 kPa PEMA 9,0 kPa
1 1210 15 17 2850 36 43 3720 12
2 1440 67 18 2020 10 44 6500 12
3 2920 36 19 2800 20 45 2500 12
4 1610 47 20 1740 51 46 7710 22
5 5890 36 21 2290 35 47 2940 38
6 4580 19 22 1540 42 48 3750 11
7 5180 8 23 2640 15 49 4360 8
8 2570 11 24 2310 20 50 2060 15
9 3350 44 25 2180 18 51 5720 29
10 2460 10 26 6050 13 52 4140 54
11 3430 13 27 1900 56 53 1910 17
12 2670 11 28 6500 16 54 1510 26
13 2480 18 29 5550 51 55 2190 10
14 3570 11 30 2650 7 56 2270 9
15 2480 47 31 1960 27 57 8360 17
16 2790 53 32 7920 10 58 6760 17
33 1950 21 59 5080 52
34 1640 18 60 2450 24
35 2590 53 61 2100 16
36 1180 15 62 3850 17
37 1270 12 63 2380 32
38 1520 35 64 6880 24
39 2210 13 65 3630 31
40 1500 30 66 2720 18
41 1840 12
Fortsetzung der Tabelle auf nächster Seite...
i
Zell-ID Gesamtfläche Char. Zeit Zell-ID Gesamtfläche Char. Zeit Zell-ID Gesamtfläche Char. Zeit
Ages in µm2 τ in min Ages in µm2 τ in min Ages in µm2 τ in min
42 1400 29
PSMA 2,5 kPa PSMA 5,0 kPa PSMA 9,0 kPa
67 1330 14 87 2050 15 117 1840 18
68 4920 19 88 2520 23 118 1830 12
69 1300 55 89 1790 7 119 1940 32
70 2890 4 90 5950 19 120 9040 16
71 1760 24 91 2950 17 121 1650 7
72 1950 13 92 1540 8 122 4560 19
73 2170 59 93 3470 12 123 10360 15
74 1050 28 94 3370 18 124 1250 25
75 5310 14 95 2420 21 125 1150 28
76 1630 56 96 2140 24 126 2330 11
77 4280 35 97 1900 24 127 1300 20
78 2010 32 98 1660 20 128 6660 15
79 6960 18 99 3200 21 129 5200 20
80 3590 38 100 1670 23 130 3380 10
81 17630 6 101 1870 10 131 2160 21
82 2200 34 102 1810 4 132 2950 9
83 1660 12 103 2630 15 133 1470 11
84 2320 44 104 1910 30 134 1850 9
85 2360 49 105 2630 38 135 1450 8
86 1760 15 106 1840 69 136 3740 14
107 2970 67 137 6230 9
108 3420 31 138 6550 9
109 6290 20 139 1510 12
110 3750 38 140 3370 11
111 10520 18 141 2690 13
112 2340 17 142 1870 9
113 2540 16 143 6060 10
114 1800 13 144 2030 25
115 2510 20 145 1580 7
116 1920 45 146 1910 20
147 4640 16
148 3230 12
149 2050 26
150 1850 15
151 1440 11
ii
A.1.2 Ergebnisse der Kurvenanalyse für die Gesamtkraft
Tabelle A.2
Das Ergebnis der Kurvenanalyse für die Gesamtkraft. Die Auswertung des zeitlichen Verlaufs von
Ftot(t ) durch Unterteilung in Regime und deren Untersuchung wird in Unterabschnitt 3.4.3 erklärt. Die
Mittelwerte sind in Abbildung 4.14 in Abschnitt 4.2.5 aufgetragen.
Zell-ID Anstieg R1 Zeit R1→R2 Mittelwert R2 Zell-ID Anstieg R1 Zeit R1→R2 Mittelwert R2
in nN ·min−1 in min in nN in nN ·min−1 in min in nN
PEMA 2,5 kPa PSMA 2,5 kPa
1 5,4 39 151 25 7,1 24 443
2 3,4 48 134 26 7,0 39 226
3 30,4 30 974 27 13,7 51 1009
4 3,0 33 198 28 47,1 45 1896
5 6,0 33 512 29 2,3 30 96
6 4,6 30 316 30 12,4 42 628
7 6,0 51 434 31 9,0 24 192
PEMA 5,0 kPa PSMA 5,0 kPa
8 65,9 12 1285 32 11,8 21 319
9 4,4 54 252 33 28,0 21 828
10 5,3 48 573 34 6,2 18 269
11 41,7 24 1352 35 48,4 15 879
12 22,4 24 725 36 46,9 21 1392
13 12,9 45 848 37 12,0 42 530
14 8,9 39 542 38 6,2 36 315
39 27,4 27 827
40 58,0 21 2273
41 21,0 51 835
42 63,1 30 2386
43 23,6 27 1089
44 31,3 24 678
PEMA 9,0 kPa PSMA 9,0 kPa
15 69,0 NA 887 45 16,5 18 415
16 21,3 18 790 46 26,3 21 770
17 48,8 9 1147 47 42,5 27 1196
18 44,2 24 892 48 34,0 30 1513
19 88,1 12 1188 49 83,4 12 1913
20 6,1 33 424 50 81,8 15 1969
21 27,6 36 1146 51 38,2 21 1002
22 11,2 51 962 52 NA NA NA
23 18,9 21 732 53 44,7 18 1185
24 14,6 36 703 54 51,2 12 811
55 15.5 24 670
iii
A.1.3 Ergebnisse der Kurvenanalyse für das Nettokontraktionsmoment
Tabelle A.3
Das Ergebnis der Kurvenanalyse für das Nettokontraktionsmoment. Die Auswertung des zeitlichen
Verlaufs von Mnet(t ) wird in Unterabschnitt 3.4.3 erklärt. Die Mittelwerte sind in Abbildung A.1 im An-
hang A.2 aufgetragen. Mnet nimmt für kontraktile Zellen negative Werte an.
Zell-ID Anstieg R1 Zeit R1→R2 Mittelwert R2 Zell-ID Anstieg R1 Zeit R1→R2 Mittelwert R2
pNm ·min−1 in min in pNm pNm ·min−1 in min in pNm
PEMA 2,5 kPa PSMA 2,5 kPa
1 -0,16 42 -4,1 25 -0,29 33 -15,6
2 -0,07 51 -3,0 26 -0,22 42 -5,6
3 -1,26 33 -36,7 27 -0,62 75 -41,9
4 -0,11 45 -6,0 28 -2,58 51 -88,1
5 -0,24 60 -17,9 29 -0,06 36 -2,4
6 -0,13 72 -10,9 30 -0,32 66 -16,4
7 -0,18 75 -12,8 31 -0,21 30 -4,5
PEMA 5,0 kPa PSMA 5,0 kPa
8 -1,92 18 -38,4 32 -0,31 27 -8,2
9 -0,08 60 -5,8 33 -0,89 30 -24,9
10 -0,18 51 -13,3 34 -0,15 27 -6,4
11 -2,07 30 -58,4 35 -1,09 30 -22,8
12 -0,63 36 -19,1 36 -1,47 33 -42,7
13 -0,29 63 -20,1 37 -0,35 60 -15,9
14 -0,23 54 -13,3 38 -0,15 54 -7,3
39 -0,78 42 -24,3
40 -2,05 42 -87,0
41 -0,53 72 -26,1
42 -3,04 36 -109,8
43 -0,82 39 -27,1
44 -0,84 33 -20,1
PEMA 9,0 kPa PSMA 9,0 kPa
15 -1,87 21 -26,5 45 -0,48 27 -10,0
16 -0,67 30 -21,3 46 -0,86 33 -23,4
17 -1,10 18 -37,4 47 -2,25 36 -48,0
18 -1,13 36 -22,9 48 -1,26 42 -55,5
19 -2,85 18 -37,5 49 -3,13 24 -64,5
20 -0,30 48 -10,0 50 -3,08 24 -67,3
21 -1,13 54 -43,7 51 -1,55 27 -35,3
22 -0,40 81 -32,1 52 -0,24 30 -13,0
23 -0,49 39 -18,6 53 -1,31 30 -36,9
24 -0,34 51 -14,8 54 -1,62 18 -23,8
55 -0,35 45 -16,1
iv
A.1.4 Untersuchung des Regimes R2 der Dehnungsenergie und der
maximalen Zugspannung
Tabelle A.4
Das Ergebnis der Untersuchung des Regimes R2 für die Dehnungsenergie U (Dehn.energie) und die
maximalen Zugspannung Tmax (Max. Zug.). Die Unterteilung in Regime und die Auswertung des Re-
gimes R2 wird in Unterabschnitt 3.4.3 erklärt. Für beide Größen wurde nur das letzte Regime ausge-
wertet, da sie großer Schwankungen unterlagen. Die Mittelwerte sind in Abbildung 4.15 im Unterab-
schnitt 4.2.5 aufgetragen.
Dehn.energie U Max. Zug. Tmax Dehn.energie U Max. Zug. Tmax
Zell-ID Mittelwert R2 Mittelwert R2 Zell-ID Mittelwert R2 Mittelwert R2
in pJ in Pa in pJ in Pa
PEMA 2,5 kPa PSMA 2,5 kPa
1 0,02 76 25 0,14 154
2 0,03 78 26 0,07 131
3 0,83 373 27 0,66 332
4 0,04 63 28 1,50 389
5 0,21 163 29 0,01 56
6 0,18 199 30 0,42 325
7 0,27 183 31 0,05 117
PEMA 5,0 kPa PSMA 5,0 kPa
8 0,97 657 32 0,05 158
9 0,08 147 33 0,32 407
10 0,42 313 34 0,12 180
11 0,61 374 35 0,63 764
12 0,40 406 36 0,83 803
13 0,45 432 37 0,40 334
14 0,20 347 38 0,64 197
39 0,31 442
40 1,66 709
41 0,38 357
42 1,55 696
43 0,53 560
44 0,23 325
PEMA 9,0 kPa PSMA 9,0 kPa
15 0,18 337 45 0,07 296
16 0,17 393 46 0,12 300
17 0,19 265 47 0,21 247
18 0,20 449 48 0,48 544
19 0,32 482 49 0,70 597
20 0,10 214 50 0,71 694
21 0,23 323 51 0,20 257
22 0,25 358 52 0,15 304
23 0,14 426 53 0,29 449
24 0,16 553 54 0,17 350
55 0,16 513
v
A.2 Darstellung der Ergebnisse der Kurvenanalyse für das
Nettokontraktionsmoment
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0
E /kPa−
(∆
M
n
e
t⋅
∆t
−
1 ) R
1
pN
m
⋅
m
in
−
1
PEMA
PSMA
A
0
10
20
30
40
50
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0
E /kPa
−
M
n
e
t, 
R
2/p
Nm
PEMA
PSMA
C
20
30
40
50
60
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0
E /kPa
t R
1−
R
2/m
in
PEMA
PSMA
B
Abbildung A.1
Substratabhängige Dynamik der Nettokontrak-
tionsmomente. Untersuchung charakteristischer
Größen des Zeitverlaufs von Mnet(t ). (A) Der An-
stieg (∆Mnet/∆t )R1 in der linearen Wachstumspha-
se in R1. (B) Die Übergangszeit TR1−R2 von R1 zu R2.
(C) Der Mittelwert
(
M net
)
R2
in R2. Dargestellt ist der
Mittelwert ± Standardfehler mit n ≥ 7. Die zugrun-
de liegenden Daten sind im Anhang aufgelistet (sie-
he Tabelle A.3).
A.3 Untersuchung der statistischen Signifikanz
A.3.1 Zellfläche
Der zeitliche Verlauf der Zellflächen wurde mit einer exponentiellen Kurve angenähert (Durch-
führung siehe Abschnitt 3.4.3). Die Ergebnisse sind im Anhang in Tabelle A.1 aufgeführt und in
Abschnitt 4.2.1 grafisch (Abbildung 4.9) dargestellt.
Gesamtzellfläche
> Anova(lm(FileListCell.totalarea~FileListCell.elasticity
+FileListCell.coating,data=plotdata),type="3")
Anova Table (Type III tests)
Response: FileListCell.totalarea
vi
Sum Sq Df F value Pr(>F)
(Intercept) 155812168 1 30.5967 1.402e-07 ***
FileListCell.elasticity 7364393 1 1.4461 0.2311
FileListCell.coating 48064 1 0.0094 0.9227
Residuals 753683588 148
---
Signif. codes: 0 ’***’ 0.001 ’**’ 0.01 ’*’ 0.05 ’.’ 0.1 ’ ’ 1
Charakteristische Zeit
> Anova(lm(FileListCell.spreadrate~FileListCell.elasticity
+FileListCell.coating,data=plotdata),type="3")
Anova Table (Type III tests)
Response: FileListCell.spreadrate
Sum Sq Df F value Pr(>F)
(Intercept) 24144.6 1 125.4147 < 2.2e-16 ***
FileListCell.elasticity 2698.0 1 14.0144 0.0002591 ***
FileListCell.coating 347.8 1 1.8068 0.1809516
Residuals 28492.7 148
---
Signif. codes: 0 ’***’ 0.001 ’**’ 0.01 ’*’ 0.05 ’.’ 0.1 ’ ’ 1
A.3.2 Gesamtkraft
Der zeitliche Verlauf der Gesamtkraft wurde in drei Regime eingeteilt und drei charakteristische
Größen daraus abgeleitet (Durchführung siehe Abschnitt 3.4.3). Die Ergebnisse sind im Anhang
in einer Tabelle A.2 aufgeführt und in Abschnitt 4.2.5 grafisch (Abbildung 4.14) dargestellt.
Anstieg in R1
> Anova(lm(resultsFORCE2.yfit~resultsFORCE2.Elasticity
+resultsFORCE2.coating,data=plotdata),type="3")
Anova Table (Type III tests)
Response: resultsFORCE2.yfit
Sum Sq Df F value Pr(>F)
(Intercept) 24294.4 1 107.1911 3.091e-14 ***
resultsFORCE2.Elasticity 2085.1 1 9.2000 0.003771 **
resultsFORCE2.coating 424.9 1 1.8746 0.176835
Residuals 11785.6 52
vii
---
Signif. codes: 0 ’***’ 0.001 ’**’ 0.01 ’*’ 0.05 ’.’ 0.1 ’ ’ 1
Übergangszeit von R1 zu R2
> Anova(lm(resultsFORCE2.FitLin1~resultsFORCE2.Elasticity
+resultsFORCE2.coating,data=plotdata),type="3")
Anova Table (Type III tests)
Response: resultsFORCE2.FitLin1
Sum Sq Df F value Pr(>F)
(Intercept) 8.2 1 0.0189 0.8910544
resultsFORCE2.Elasticity 5551.6 1 12.8386 0.0007479 ***
resultsFORCE2.coating 558.8 1 1.2923 0.2608318
Residuals 22485.6 52
---
Signif. codes: 0 ’***’ 0.001 ’**’ 0.01 ’*’ 0.05 ’.’ 0.1 ’ ’ 1
Mittelwert in „R2"
> Anova(lm(resultsFORCE2.FtotPlateau~resultsFORCE2.Elasticity
+resultsFORCE2.coating,data=plotdata),type="3")
Anova Table (Type III tests)
Response: resultsFORCE2.FtotPlateau
Sum Sq Df F value Pr(>F)
(Intercept) 832793 1 3.2636 0.07662 .
resultsFORCE2.Elasticity 1593247 1 6.2437 0.01566 *
resultsFORCE2.coating 702402 1 2.7526 0.10312
Residuals 13269247 52
---
Signif. codes: 0 ’***’ 0.001 ’**’ 0.01 ’*’ 0.05 ’.’ 0.1 ’ ’ 1
viii
A.4 Immunzytochemische Färbung adhärenter Zellen
A.4.1 5 kPa PAA-Hydrogel
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Abbildung A.2
Immunzytochemische Färbung auf 5 kPa PAA-Hydrogel. Die Bilder sind zusätzliche Beispiele der im-
munzytochemischen Färbung von Paxillin (grün) und FAK [Y397] (rot) auf PSMA in Abschnitt 4.3.2.
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A.4.2 9 kPa PAA-Hydrogel
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Abbildung A.3
Immunzytochemische Färbung auf 9 kPa PAA-Hydrogel. Die Bilder sind zusätzliche Beispiele der im-
munzytochemischen Färbung von Paxillin (grün) und FAK [Y397] (rot) auf PSMA in Abschnitt 4.3.2.
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A.4.3 Glas
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Abbildung A.4
Immunzytochemische Färbung auf Glas. Die Bilder sind zusätzliche Beispiele der immunzytochemi-
schen Färbung von Paxillin (grün) und FAK [Y397] (rot) auf PSMA in Abschnitt 4.3.2.
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